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Felix qui potuit rerum cognoscere causas  
"Afortunado el que es capaz de comprender el porqué de las cosas". 
-Virgilio, 21-70aC.  Geórgicas, 2. 490- 
 
   Somewhere, something incredible is waiting to be known. 
    En algún sitio algo increíble espera ser descubierto.  
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I. CLAVE DE ABREVIATURAS 
Relación de abreviaturas que aparecen en el texto. En muchos casos se ha conservado la 
correspondiente abreviatura en inglés debido a su frecuente utilización en el lenguaje científico. 
 
ACT1   Activador 1 de NF kappa B 
ADN   Ácido desoxirribonucléico 
AIRE   gen regulador autoinmune. 
ANCA   Anticuerpos citoplásmaticos anti neutrófilos.   
Ang II    Angiotensina II 
AP-1   Proteína activada 1 
ApoE-/-   Ratón deficiente en Apolipoproteína E.  
ARN   Ácido ribonucleico. 
ARNm   ARN mensajero 
AT1   Receptor tipo 1 de Ang II.  
BMP   Proteína morfogenética del hueso 
BSA    Albúmina de suero bovino 
C/EBP   Proteínas potenciadoras de unión a CCAAT 
CBAD   Dominio de activación de C/EBPβ 
CCR2   Receptor de MPC-1 (CCL2) 
CMLV    Células de músculo liso vascular  
Col-1    Colágeno tipo 1 
CREB    Proteína de unión a elementos de respuesta adenosina monofosfato cíclico 
CTGF   Factor de crecimiento del tejido conectivo 
CTLA-8   Antigeno asociado a linfocitos citotóxicos 8. 
Cyr61   CCN1. Proteína rica en cisteína 61. 
DTT    Ditiotreitol 
DP    Diálisis peritoneal.  
EDTA   Ácido etilendiaminotetracético 
EEM   Error estándar de la media 
EGF    Factor de crecimiento epidermico 
ELISA   Del inglés: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay  
ERC   Enfermedad renal crónica 
ERK1/2   Quinasa de regulada por señales extracelulares 1/2 
ET-1    Endotelina-1 
FGF   Factor de crecimiento fibloblástico.  
FITC   Isotiocianato de Fluoresceína  
FN     Fibronectina 
Foxp3   Del inglés: forkhead box P3 




GAPDH   Gliceraldehído 3 fosfato dehidrogenasa 
G-CSF   Factor de estimulación de colonias de granulocitos.  
GM-CSF   Factor de estimulación de colonias de granulocitos/macrófagos.  
GRO-α    CXCL1. CK. Oncogen relacionado con el crecimiento α.  
HIF-1    Factor inducible por hipoxia1 
HK-2   Células túbuloepiteliales proximales humanas inmortalizadas 
ICAM-1    Molécula de adhesión intercelular 1  
iECAS   Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina.  
IFN-γ   Interferón gamma 
IgA    Inmunoglobulina A 
IgE    Inmunoglobulina E 
IGF    Factor de crecimiento similar a la insulina 
IGFBP    Proteína de unión al factor de crecimiento similar a la insulina 
IL     Interleuquina  
IL-17R   Receptor de interleuquina 17 
ILK    Quinasa ligada a Integrinas 
iNOs   Sintasa de oxido nítrico inducible. 
IPEX    inmunodeficiencia poliendocrinopatía y enteropatía ligada al cromosoma X 
JNK1/2   Quinasa NH2 terminal de c-jun 1/2 
KCl    Cloruro potásico 
LAP    Péptido asociado a latencia 
LTBP    Proteína de unión al TGF-β latente 
LTi    Células inductoras de tejido linfoide. 
MAPK   Proteínas quinasas activadas por mitógeno  
MCP-1    CCL2. Proteína quimioatractante de monocitos-1 
MCP-3   CCL7. Proteína quimioatractante de monocitos-3. 
MCT   Células túbuloepiteliales proximal de ratón.  
MEC    Matriz extracelular 
MIP-1α   CCL3. Proteína inflamatoria de macrófagos 1 alfa  
MIP-2 α   CXCL2. Proteína inflamatoria de macrófagos 2 alfa  
MMPs   Metaloproteasa de matriz. 
NFAT   Factor nuclear de células T activadas 
NF-κB    Factor nuclear de transcripción κB 
NK      Del inglés Natural Killer   
NOV   CCN3. Proteína sobreexpresada en nefroblastoma.  
PAGE   Corresponde a las siglas del inglés: Poliacrilamide gel electrophoresis 
PAI-1   Inhibidor de Activador del Plasminógeno 1 
PBS    Tampón fosfato salino 
PCR   Reacción en cadena de la polimerasa  
PDG   Productos de degradación de glucosa 




PDGF   Factor de crecimiento derivado de plaquetas  
PDGs   Productos de degradación de glucosa.  
PDTC   Pirrolidin-ditiocarbamato  
PFGAs   Productos finales de glicación avanzada.  
PI3K   Quinasa de fosfatidilinositol 3 fosfato.  
PMSF   Fluoruro de fenilmetanosulfonilo 
PTHrP   Proteína relacionada con la hormona 
PTK    Proteínas tirosina quinasas 
RANTES   CCL5. Proteína regulada sobre activación: expresada y secretada por células T. 
REDOX    Reacciones de óxido-reducción 
ROCK   Quinasa de Rho 
RORγt    Factor de transcripción de tipo huérfano del receptor de ácido retinoico gamma t. 
ROS   Especies reactivas de oxígeno 
RPMI   Del inglés: Rapid Prototyping and Manufacturing Institute 
SEFIR    Dominio de expresión del receptor de IL-17 similar al del receptor FGF  
SHR    Ratas espontáneamente hipertensas 
SRA   Sistema Renina Angiotensina  
SRAA   Sistema Renina Angiotensina Aldosterona 
STAT   Del inglés: Proteínas activadoras de la transcripción y transductores de la señal.  
TBS    Tampón Tris salino 
TEM   Transición Epitelio-Mesénquimal 
TGF-β    Factor de crecimiento transformante beta 
Th1    Respuesta de células T colaboradoras (helper) 1  
Th17   Respuesta de células T colaboradoras (helper) 17 
Th2   Respuesta de células T colaboradoras (helper) 2  
TILL    Del inglés: TIR-like loop 
TIR    Dominios del receptor de IL-1β parecidos a Toll 
TLR    Receptores parecidos a Toll 
TRAF   Factor asociado al receptor de TNF.  
Treg   Respuesta de células T reguladoras 
TRI    Receptor de TGF-β tipo I 
TRII   Receptor de TGF-β tipo II 
TSP-1    Trombospondina-1 
UUO   Obstrucción unilateral de uréter 
VEGF    Factor de crecimiento del endotelio vascular 
WB    Western Blot 
WISP   Proteínas secretadas inducidas por Wnt-1.  
α-SMA   Actina de músculo liso alfa, 
STZ.   Streptozotocina. 
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1. ENFERMEDAD RENAL: SITUACIÓN ACTUAL DEL PROBLEMA 
La incidencia de la Enfermedad Renal Crónica (ERC) es un problema de salud pública importante en 
los países desarrollados. Hay muchos tipos de daño que pueden dar origen a un fallo renal, daños de tipo 
inmunológico (nefropatía por inmunoglobulina A, nefritis lúpica, enfermedad de Goodpasture), por 
isquemia (shock), exposición a tóxicos (drogas o infecciones bacterianas o víricas), metabólico 
(nefropatía diabética) o hemodinámico (hipertensión) (Lee SB 2010); siendo estas dos últimas, la diabetes 
y la hipertensión arterial, las responsables de la mayoría de los casos de ERC (Mezzano SA 2005). Se calcula 
que en España esta enfermedad afecta, en mayor o menor grado, a un 11% de la población adulta 
(estudio EPIRC). Uno de los mayores problemas actuales es el número creciente de pacientes que 
progresan hasta insuficiencia renal terminal y requieren tratamiento de sustitución mediante diálisis 
(hemodiálisis o diálisis peritoneal) y posteriormente trasplante, lo que conlleva un deterioro en la calidad 
de vida de estos pacientes y un alto coste para los sistemas de salud (Alcázar R 2008). A pesar de los 
numerosos avances terapéuticos, los pacientes con enfermedad renal terminal siguen presentando una 
elevada incidencia de enfermedad cardiovascular y una mayor morbi-mortalidad debido a accidentes 
cerebro-vasculares (Matsushita K 2010) que no pueden ser explicadas por los factores de riesgo 
tradicionales (dislipidemia, hipertensión o tabaquismo) pero que, sin embargo, sí parecen tener relación 
con otros factores, como son la inflamación o el estrés oxidativo (USRDS 1997, Cheung AK 2000, Ross R 1999, 
Go AS 2004, Lai NK 2010). Numerosos estudios han demostrado la existencia de mecanismos capaces de 
afectar de forma bidireccional al sistema renal y al cardiovascular. Entre los mecanismos que afectan a 
ambos sistemas se encuentran la activación del sistema simpático, del sistema Renina-Angiotensina-
Aldosterona (SRAA), alteraciones en la biodisponibilidad del oxido nítrico, inflamación y sobreproducción 
de especies reactivas de oxígeno (Cruz DN 2010, Zoccali C 2011). El uso terapéutico de inhibidores de estás 
vías ha demostrado un efecto beneficioso en pacientes con enfermedad renal y/o cardiovascular lo que 
demuestra la estrecha relación entre ambos sistemas (Zoccali C 2011). Entre ellos destacan los fármacos 
que bloquean el SRAA que han demostrado efectos beneficiosos, como el control de la presión arterial y 
la reducción de proteinuria y efectos órganoprotectores. Sin embargo, los actuales tratamientos 
empleados en clínica sólo consiguen frenar la progresión del daño hasta el fallo renal terminal, pero no 
revierten las lesiones. Todo esto hace evidente la necesidad e importancia de estudiar los mecanismos 
moleculares que conllevan a la insuficiencia renal crónica y sus posibles dianas y tratamientos para 
minimizar su progresión y tratar las complicaciones derivadas. 
 
2. MECANISMOS MOLECULARES Y CELULARES IMPLICADOS EN EL INICIO Y LA PROGRESIÓN 
DEL DAÑO RENAL. 
2.1. LA RESPUESTA INFLAMATORIA 
Independientemente de la lesión inicial de un tejido, la reparación del daño siempre se asocia con 




nflamación es una reacción normal de los órganos y tejidos para protegerse y defenderse contra una 
gran variedad agentes tóxicos o patológicos (lesiones o infecciones virales y bacterianas). Normalmente 
la inflamación es un proceso regulado y transitorio, con efectos beneficiosos que conduce a la reparación 
del tejido. Sin embargo, la inflamación sostenida o sin control es la causa subyacente que contribuye 
activamente a la progresión de muchas patologías como diabetes, artritis, enfermedades 
neuroinflamatorias y renales, enfermedades cardiovasculares como la arteriosclerosis; y estados 
patológicos como la obesidad, la desnutrición e incluso el envejecimiento (Papanicolaou DA 2000, Kular L 
2011). 
La patogénesis de la inflamación es un proceso complejo que implica varios pasos. De forma general, 
cuando se produce un daño o infección, las células afectadas comienzan a liberar mediadores como 
quimioquinas, citoquinas y moléculas de adhesión, que activan a las células del endotelio generando una 
serie de cambios a nivel vascular, se modifica el calibre del vaso y el flujo vascular, lo que permite una 
mayor afluencia de sangre a la zona de la lesión, y aumenta la permeabilidad vascular (Bataller R 2005). La 
batería de moléculas y cuerpos apoptóticos liberados por las células dañadas también activan a las 
células circulantes del sistema inmune, se produce entonces el reclutamiento, adhesión y extravasación 
de leucocitos a través de la pared vascular que pasan a la zona dañada. Los neutrófilos son las primeras 
células reclutadas y se encargan de la absorción de restos celulares y de fagocitar cuerpos apoptóticos. 
Se produce además, la infiltración de macrófagos y, posteriormente, de linfocitos T y B que se reclutan 
debido a interacciones célula-célula con los macrófagos (Lee SB 2010). Las células infiltrantes producen a 
su vez la liberación citoquinas inflamatorias, pro-fibróticas y apoptóticas, lo que propicia la infiltración de 
más células inflamatorias circulantes exacerbando la respuesta inflamatoria. Las células residentes 
también participan en el proceso inflamatorio liberando factores de crecimiento y mediadores que 
pueden favorecer, bien, la regeneración del tejido y la resolución de la respuesta en condiciones 
normales, o bien, en condiciones patológicas, dar lugar a una respuesta inflamatoria crónica o una 
regeneración anormal del tejido (fibrosis) (figura 1) (Saxena R 2008, Sutton TA 2003, Chung AC 2011, Tang SC 
2011). 
 
2.1.1. EL PROCESO INFLAMATORIO RENAL 
Estructuralmente el riñón se compone de dos zonas bien diferenciadas: la región cortical situada en 
la zona exterior y la zona medular en el interior, ambas estructuras están revestidas por una cápsula 
fibrosa. La nefrona es la unidad funcional del riñón y está formada por el glomérulo, que contiene células 
mesangiales, podocitos y una red capilar rodeada de células endoteliales, y el túbulo, formado 
mayoritariamente por células túbuloepiteliales. La zona localizada entre los túbulos se denomina espacio 
intersticial.  
En el riñón, el proceso inflamatorio se caracteriza por la infiltración glomerular y túbulo-intersticial 
de células del sistema inmune, incluyendo neutrófilos, macrófagos, linfocitos y mastocitos (Ferenbach D 
2007, Blank U 2007). En condiciones patológicas como enfermedades autoinmunes, isquemia, exposición a 
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toxinas, infección o sobrecarga proteica, las células renales se activan y comienzan a liberar citoquinas 
(IL-6, IL-1β, TNF-α, Tweak), péptidos vasoactivos (Ang II, ET-1) factores de crecimiento (TGF-β, CTGF, 
PDGF) y especies reactivas de oxígeno que intervienen en la producción quimioquinas (MCP-1,2-3, 
RANTES, CXCL-16, CXCL-1, MIP-1,2-3) y moléculas de adhesión (ICAM-1). La activación de estas 
respuestas se produce a través de diferentes vías de señalización, entre las que destacan la vía NF-κB y la 
vía MAPKs/AP1 (Border WA 1998a 1998b, Segerer S 2000, Guijarro C 2001, Mezzano SA 2001, Ruiz-Ortega M 
2002, Wolf G 2004, Rodrigues-Díez R 2008, Sanz AB 2010, Chung AC 2011). La concentración de estas moléculas 
en el medio favorece la infiltración de células inflamatorias (macrófagos y linfocitos) y la diferenciación y 
proliferación de miofibroblastos, lo que contribuye a la progresión de la inflamación y, en último 
término, a la fibrosis (Lee SB 2010, Tang SC 2011).   
 
 
La inflamación renal desempeña un papel importante en el inicio y la progresión de la mayoría de las 


























FIGURA 1.  Respuesta inflamatoria.  Esquema de los mecanismos celulares y moleculares que se producen en 
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inflamación crónica y fibrosis (Saxena R 2007). Además, en plasma de pacientes con ERC los niveles de 
marcadores de inflamación clásicos como proteína C reactiva, IL-1β, IL-6, y TNF-α se encuentran elevados 
(Segerer S 2000, Guijarro C 2001, Saxena R 2008). Los pacientes con enfermedad renal terminal (ERT) 
presentan un deterioro significativo del sistema inmune en comparación con la población general (Girndt 
M 1999), lo que les hace más propensos a infecciones, presentando un perfil similar al de otros enfermos 
con inmunidad adquirida o en terapia inmunosupresora (Yoon JW 2006). Estos pacientes presentan 
además un mayor riesgo de cáncer (Matas AJ 1975). Existen varios factores que se asocian a la inmunidad 
alterada como la uremia, el metabolismo alterado de la vitamina D, un estado inflamatorio crónico y las 
terapias de diálisis (hemodiálisis y diálisis peritoneal) (Chung BH 2011). Los procesos inflamatorios, por lo 
tanto, son un objetivo importante para el desarrollo de fármacos. De hecho muchas de las terapias 
actuales para el tratamiento de las enfermedades inmunes e inflamatorias se centran principalmente en 
la reducción de los mediadores proinflamatorios. En modelos experimentales murinos el bloqueo de 
MCP-1 o RANTES, dos quimioquinas proinflamatorias clásicas, mejora la función renal y reduce el 
infiltrado celular y la fibrosis mostrando un claro efecto beneficioso (Anders HJ 2010, Vielhauer V 2004, 
Fujinaka H 1997, Panzer U 1999 y 2006, Wada T 2004, Shimizu H 2003, Kanamori H 2007, Chow FY 2006 y 2007).  
 
2.2. DESCRIPCIÓN DEL PROCESO FIBRÓTICO 
Las ERCs se caracterizan por una fibrosis progresiva que afecta a todas las subestructuras del riñón, 
causando fallo renal terminal (Remuzzi G 2006, Hewitson TD 2009, Lee SB 2010). La fibrosis renal consiste en 
un proceso complejo que implica la infiltración y activación de las células inflamatorias, la activación de 
las células mesangiales y fibroblastos, la transición mesenquimal de las células tubulares y endoteliales, 
la apoptosis celular y la acumulación y expansión de la matriz extracelular (Lee SB 2010). La fibrosis es un 
proceso normal de cicatrización de las heridas que se activa en respuesta al daño para mantener la 
arquitectura e integridad funcional original del tejido. Sin embargo, la presencia constante de estímulos 
perjudiciales puede producir la desregulación de los procesos normales y ocasionar un exceso en el 
depósito de matriz extracelular. Esta acumulación excesiva de la matriz extracelular es debida a un 
desequilibrio entre los procesos de síntesis, que están aumentados, y los procesos de degradación, que 
están inhibidos. Entre los diversos factores que contribuyen a la fibrosis TGF-β se ha considerado 
clásicamente como el factor más relevante (Bottinger EP 2007, Wang W 2005b, Eddy AA 2006). También 
destaca la Ang II como un factor clave en la fibrosis renal, ya que su síntesis está aumentada a nivel local 
en el daño renal y es capaz de activar a las diferentes células renales (glomerulares, fibroblastos y 
túbuloepiteliales) aumentado factores de crecimiento y citoquinas que regulan el proceso fibrótico (Ruiz-
Ortega M 2006). Diversos estudios sugieren que CTGF podría ser un importante mediador profibrótico ya 
que actúa como mediador de factores claves en este proceso, como TGF-β, ET-1 y Ang II (Grotendorst GR 
1997, Ruiz-Ortega M 2002, Rupérez M 2003, Sánchez-López E 2009a y 2009b, Rodriguez-Vita 2005a y 2005b). A 
pesar del gran número de estudios sobre los mecanismos moleculares implicados en el proceso de 
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fibrosis renal y el efecto de la modulación terapéutica, no existe un tratamiento antifibrótico eficaz para 
su empleo en clínica, siendo un campo de investigación muy activo.  
 
3. TERAPIAS EN ENFERMEDAD RENAL CRÓNICA: DIÁLISIS PERITONEAL.  
La diálisis peritoneal (DP) ambulatoria continuada consiste en la exposición de la membrana 
peritoneal a un líquido de diálisis hiperosmótico. Este proceso se basa en la diferencia de gradiente 
osmótico que permite la eliminación de toxinas y solutos dañinos existentes en los vasos peritoneales, 
sustituyendo así la función de los riñones.  
Estructuralmente el peritoneo es una membrana formada por una monocapa de células 
mesoteliales, que constituyen una membrana basal, denominada mesotelio. Debajo del cual se 
encuentra la zona submesotelial, formada por una matriz extracelular laxa que contiene tejido adiposo, 
vasos sanguíneos y linfáticos, fibroblastos, y otras células residentes como mastocitos y, en ocasiones, 
macrófagos y linfocitos (Di Paolo N 2000). Por su localización el peritoneo se puede dividir en dos capas: la 
capa exterior, llamada peritoneo parietal que está adherida a la pared abdominal y la capa interior, 
denominada peritoneo visceral, que envuelve los órganos situados dentro de la cavidad abdominal. El 
espacio entre ambas capas se denomina cavidad peritoneal. 
Durante la DP, las células peritoneales están expuestas de forma reiterada a un ambiente 
hipertónico no fisiológico debido a la composición de los líquidos de diálisis, que se caracterizan por una 
elevada concentración de glucosa y sus productos de degradación, productos finales de glicación 
avanzadas y un pH bajo. Tanto la exposición continuada a estos líquidos, como el proceso de arrastre 
mecánico y los episodios de peritonitis y hemoperitoneo causan, con el tiempo, una serie de cambios 
morfológicos en el peritoneo que se asocian con un deterioro funcional. Estos cambios incluyen la 
pérdida de la superficie mesotelial, la reduplicación y engrosamiento la membrana basal submesotelial y 
subendotelial lo que da lugar a fibrosis, angiogénesis y vasculopatía hialinizante (Aroeira LS 2007, Selgas R 
2009). Estas modificaciones en la estructura del peritoneo están estrechamente relacionadas con una 
respuesta inflamatoria crónica, tanto local como sistémica (Lai KN 2010).  
La inflamación peritoneal causada por la DP es un fenómeno complejo y su repercusión sistémica 
está todavía poco estudiada. Existe una fuerte asociación entre la peritonitis (frecuencia y la gravedad) y 
la pérdida de función de la membrana (Davies SJ 1996, Williams JD 2002). También se ha observado que la 
uremia asociada a ERC induce inflamación en el peritoneo, incluso en pacientes no expuestos a líquido 
de diálisis (Williams JD 2002) (figura 2). Sin embargo, a pesar de los avances en el tratamiento, la infección 
peritoneal sigue siendo uno de las principales causas de fracaso de la técnica de DP. De hecho, la 
inflamación sistémica observada en pacientes en DP es un importante factor de riesgo y de mortalidad 








La diálisis se asocia a una respuesta inmune alterada, un desequilibrio Th1/Th2 y a la liberación de 
citoquinas pro-inflamatorias (Zamauskaite A 1999, Roberts GW 2009, Libetta C 2011). Numerosos estudios 
han descrito que la DP provoca un aumento de la infiltración de macrófagos y linfocitos en el peritoneo, 
estas células infiltran la cavidad peritoneal y comienzan a secretar citoquinas y quimioquinas que a su 
vez atraen más células inflamatorias (Davies SJ 1989, Libetta C 1996, Brauner A 1998, Pecoits-Filho R 2004). Las 
células residentes (mesoteliales, endoteliales y vasculares) también juegan un papel importante en la 
regulación de la respuesta inflamatoria mediante la secreción de mediadores proinflamatorios que 
agravan la respuesta (Zemel D 1993 y 1996, Lai KN 2010).  
Todos los pacientes en DP desarrollan, con el tiempo, fibrosis peritoneal (Selgas R 2009), en cuya 
patogenia se han implicado múltiples moléculas, como TGF-β, IL-1β, VEGF, FGF, CTGF e IL-6 (Pecoits-Filho 
R 2002a, Lai KN 2000 y 2010, Yáñez-Mó M 2003, López-Cabrera M 2006). La fibrosis peritoneal se caracteriza 
por una acumulación de proteínas de matriz en la zona submesotelial y un engrosamiento de la 
membrana, se observa además un escaso componente celular. A la progresión de esta fibrosis 
contribuyen los fibroblastos de la zona submesotelial, que se activan (miofibroblastos) y comienzan a 
secretar cantidades excesivas de proteínas de matriz extracelular, y las células mesoteliales, que sufren 
una transición epitelio-mesenquimal y migran hacia el submesotelio; participando activamente en la 
lesión inicial del proceso de fibrosis peritoneal (Yáñez-Mó M 2003, Margetts PJ 2005). Aunque se sabe que la 
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FIGURA 2.  Esquema de los procesos implicados en el daño causado por la diálisis peritoneal. PDGs: Productos 
de degradación de glucosa. Modificado de Lai KN 2010. 
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pacientes sometidos a la diálisis peritoneal (Aroeira LS 2007), los factores involucrados en la TEM in vivo 
aun no están bien establecidos.  
 
4. LA RESPUESTA INMUNE 
La respuesta inflamatoria está mediada tanto por la inmunidad innata y como por la adaptativa. El 
sistema inmune innato se activa muy temprano en los estados infecciosos o inflamatorios de una manera 
no-antígeno-específica y se compone de neutrófilos, monocitos/macrófagos, células dendríticas, células 
natural killer y células T natural killers. En cambio, el sistema inmune adaptativo se vuelve sensible a la 
exposición, a lo largo de varios días, de antígenos específicos (de los agentes patógenos o de sus propias 
células muertas) e incluye, la maduración de células dendríticas y la presentación de antígenos, la 
activación, proliferación e interacción de los linfocitos T CD4+ [linfocitos T efectores o helpers, (Th)] y 
CD8+ (linfocitos T citotóxicos) (Zhu J 2008). Los leucocitos, las células dendríticas y los macrófagos juegan 
un papel importante en ambos tipos de inmunidad mediante la presentación de antígenos a los linfocitos 
y la producción de citoquinas pro-inflamatorias. Los linfocitos Th tienen un papel central en la regulación 
de la respuesta inmune adaptativa (Zhu J 2008). 
 
4.1. DIFERENCIACIÓN DE CÉLULAS CD4.  
En estados normales, la activación de las células Th naif (CD4+) es fundamental para el control y la 
eliminación de patógenos y agentes tóxicos, sin embargo, una activación errónea de está células, en 
respuesta a antígenos propios, puede dar lugar a enfermedades autoinmunes. Por lo tanto, uno de los 
principales mecanismos utilizados por el sistema inmunológico para prevenir esta respuesta autoinmune 
es regular con precisión la activación y diferenciación de los linfocitos Th (Zhu J 2008). Ante la presencia 
de células presentadoras de antígeno, los linfocitos CD4+ se activan dando lugar a linfocitos Th maduros 
(figura 3). El descubrimiento de que las células CD4+ se podían diferenciar a diferentes subtipos de 
células Th, promoviendo varias vías efectoras de la respuesta inmune, puso de manifiesto la existencia 
de un complejo mecanismo de regulación (Mosmann TR 1986 y 1989, Cherwinski HM 1997, Gajewski TF 1989, 
Steinman L 2007).  
 
4.1.1. RESPUESTA TH1 Y TH2. 
Los primeros datos sobre la heterogeneidad de las células Th se describieron en 1986 por Robert 
Coffman y Tim Mosmann los cuales propusieron que las células CD4+ se podían dividir en dos subtipos 
dependiendo de los estímulos presentes en el medio, a estos subgrupos los denominaron células Th1 y 
Th2 (Mosmann TR 1986). Las células Th1 se caracterizan por producir, principalmente, IFN-γ, son 
esenciales para la activación de macrófagos y están implicadas en la eliminación de patógenos 
intracelulares. Por otro lado, las células Th2 se caracterizan por la producción de IL-4, IL-5 e IL-13 y se 




patógenos extracelulares y parásitos. Estudios en pacientes y en modelos experimentales mostraron la 
participación de las células Th1 en la patogenia de enfermedades autoinmunes y desórdenes 
inflamatorios, y de las células Th2 en enfermedades atópicas como asma y alergias (Mosmann TR 1986 y 
1989, Steinman L 2007). Las citoquinas clave para la diferenciación de estas células en uno u otro subtipo 
están claramente definidas y son IL-12 e IFN-γ, en el caso de las células Th1, e IL-4 para las Th2. Estas 
citoquinas activan factores de transcripción específicos de las distintas respuestas; T-bet en el caso de la 
respuesta Th1 (Szabo SJ 2000) y GATA-3 en el de Th2 (Zheng W 1997) (figura 3). 
 
4.1.2. RESPUESTA TH17. 
En los últimos años el paradigma Th1/Th2 ha cambiado radicalmente por el descubrimiento de 
nuevos subtipos, destacando las células Th17 (productoras de IL-17), que difieren no sólo en el perfil de 
expresión de citoquinas, sino también en las citoquinas y factores de transcripción que llevan a su 
diferenciación.  
Las células Th17 producen citoquinas de la familia IL-17 (IL-17A-F) siendo IL-17A su principal 
molécula efectora (Harrington LE 2005). La diferenciación de las células Th17 se produce en presencia de 
IL-6, la cual induce la expresión RORγt a través de la activación del transductor de señal y STAT-3 (Ivanov II 
2006, Chaudhry A 2009, Egwuagu CE 2009, Mathur AN 2007) (figura 3). De hecho, los pacientes con el 
síndrome de hiper IgE, asociado a una mutación en el dominio de unión de STAT-3, que les impide 
señalizar a través de esta vía, presentan deficiencias en la diferenciación de células Th17 (Milner JD 2008, 
Holland SM 2007, Minegishi Y 2007). Algunos autores han sugerido la participación de TGF-β1 en la 
activación de esta respuesta, sin embargo existe una cierta controversia (Das J 2009, Bettelli E 2008, 
Mangan PR 2006, Veldhoen M 2006, Acosta-Rodriguez EV 2007). Un estudio reciente ha mostrado que TGF-β1 
induce la respuesta Th17 de forma indirecta, ya que su efecto sería la inhibición los factores de 
transcripción de las respuestas Th1/Th2 (T-bet y GATA-3, respectivamente), sin afectar a RORγt (Das J 
2009). Las células Th17 también sintetizan IL-21 e IL-23, que señalizan a través de la vía de STAT 3 y son 
necesarias para el mantenimiento y progresión de esta respuesta (Kastelein RA 2007, Mangan PR 2006, 
Veldhoen M 2006, Zhu J 2008). En condiciones normales la respuesta Th17 está implicada en la protección 
del organismo frente a patógenos extracelulares, sin embargo, en condiciones patológicas la respuesta 
Th17, al igual que la Th1, se asocia con procesos de inflamación crónica (Harrington LE 2005, Korn T 2009, 
Chen S 2010, Turner JE 2010, Romagnani S 2009). Los avances en el conocimiento de la respuesta Th17 han 
mostrado que algunas de las enfermedades atribuidas a una respuesta de tipo Th1 estaban, en realidad, 
mediadas por células Th17. De hecho, años antes del descubrimiento de las células Th17, la implicación 
de la respuesta Th1 en algunas enfermedades autoinmunes fue puesta en duda. Varios autores 
observaron en modelos experimentales de encefalomielitis y de glomerulonefritis autoinmune que los 
ratones deficientes en IFN-γ, citoquina clave en la respuesta Th1, seguían desarrollando la enfermedad e 
incluso estaba exacerbada; sin embargo, en los ratones deficientes en la subunidad p40 de IL-12 (IL-
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12p40), otra de las citoquinas implicadas en la respuesta Th1, los animales estaban protegidos frente al 
desarrollo de estas enfermedades (Ferber IA 1996, Kitching AR 2004). Esta controversia se resolvió con el 
descubrimiento de IL-23. IL-23 e IL-12 comparten la subunidad p40, pero se diferencian en que IL-23 
posee la subunidad p19 (IL-23p19) e IL-12 la subunidad p35. En modelos experimentales de 
encefalomielitis se observó que los ratones deficientes en p19, pero no en p35, estaban protegidos 
frente al desarrollo de la enfermedad. IL-23 es una citoquina que participa en el mantenimiento de la 
respuesta Th17 (Kastelein RA 2007) por lo que se concluyó que era IL-23, y no IL-12, es decir, la respuesta 
Th17 y no la Th1 la que estaba implicada en el desarrollo de esta patología (Cua DJ 2003). Resultados 
similares se obtuvieron en modelos experimentales de glomerulonerfritis (Ooi JD 2009) y de artritis 
reumatoide (Murphy CA 2003). Estudios posteriores han demostrado que la inhibición de la respuesta 
Th17, mediante el uso de ratones deficientes en IL-17 o anticuerpos neutralizantes de IL-17A, atenúa el 
desarrollo de diversas enfermedades autoinmunes y de tipo inflamatorio mostrando la relevancia de 
esta respuesta a nivel patológico (Paust HJ 2009, Erbel C 2009, Smith E 2010, Madhur MS 2010, Hueber W 2010, 
Leonardi C 2012, Papp KA 2012). A nivel renal, el grupo de Griffin describió en 2008, la presencia de células 
Th17 en el modelo de obstrucción unilateral del uréter (UUO), sin embargo estos autores no investigaron 
la relevancia funcional de estas células en el riñón (Dong X 2008). Posteriormente, en varios modelos 
experimentales de daño renal se demostró la importancia de la respuesta Th17 mediante la inhibición de 
alguno de los componentes de la ruta (IL-17 e IL-23), en estos modelos se demostró que la inhibición de 
la respuesta Th17 mejoraba diversos tipos de glomerulonefritis inmunes experimentales y de nefropatía 
lúpica (Ooi JD 2009, Paust HJ 2009, Zhang Z 2009, Gan PY 2010). Además de los linfocitos Th17 se han descrito 
más tipos celulares capaces de producir IL-17A, incluidos linfocitos T citotóxicos (CD8+), linfocitos T CD4-
CD8-CD3+, linfocitos , células NK, neutrófilos, células vasculares y túbuloepiteliales ((HamadaH 2009, 
Roark CL 2008, Rachitskaya AV 2008, Michel ML 2007, Miossec P 2009, Gaffen S 2009, Loverre A 2011).  
  
4.1.3. RESPUESTA T REGULADORA (Treg). 
Para asegurar que todas las células T periféricas maduras son capaces de reconocer antígenos 
extraños, sin responder contra sus propios tejidos, las células T sufren un complicado proceso de 
diferenciación en el timo. Sin embargo, una proporción considerable de células T periféricas es 
autorreactiva, es decir, reaccionan frente a sus propios antígenos. Esta autorreactividad se genera 
cuando encuentran autoantígenos en la periferia y se induce anergia o apoptosis, por lo que es necesario 
un mecanismo de control adicional que implique la supresión de estas células T autorreactivas y 
potencialmente patogénicas por parte de un subgrupo especializado de células T, las células T 
reguladoras (Treg) (Weaver CT 2006). La existencia de células T reguladoras o supresoras, es decir, células 
capaces de suprimir la respuesta antígeno-específica y de transferir esta tolerancia a otros individuos, se 
conoce desde 1975 (Kilshaw P 1975). En 1995, el grupo de Sakaguchi revisó el concepto de células 




a los tres días de nacer, se producía una reacción autoimune que se revertía mediante la inyección de 




Desde entonces se han descrito diversas poblaciones celulares con actividad reguladora, las más 
estudiadas son las CD4+CD25+ pero también existen linfocitos T CD8+ (citotóxicos), linfocitos γδ, natural 
killer, CD3+CD4-CD8- o células T natural killer, que actúan a través distintos mecanismos y en distintos 
estadios de la respuesta inmune (Jonuleit H 2003, Jiang H 2004, Shevach EM 2006). Sin embargo, parece 
estar bien establecido que la expresión del factor de transcripción Foxp3 en estas células es un elemento 
clave para su caracterización como células Treg (Huehn J 2004, Sakaguchi S 2005, Fontenot JD 2005). Otra 
característica común a estas células es la síntesis de la citoquina antiinflamatoria IL-10 (Sakaguchi S 2006) 
(figura 3). Las mutaciones en el gen foxp3 causan un síndrome autoinmune letal en el ratón Scurfy 
(foxp3-/-) y son responsables del síndrome humano IPEX (desregulación inmunitaria, poliendocrinopatía 
y enteropatía ligada al cromosoma X) donde la presencia de células Treg es escasa y su función 
defectuosa (Wildin RS 2001, Bennett CL 2001, Brunkow ME 2001). Las células Treg Foxp3+ se diferencian en 
dos subtipos, un subtipo denominado Treg naturales (nTreg) que se desarrollan en el timo y necesitan la 
presencia de IL-12 y la activación de STAT-5 (Yao Z 2007, Josefowicz SZ 2012, Lee HM 2011) y otro 
denominado Treg inducibles (iTreg) que se desarrollan fuera del timo en presencia de TGF-β, con la 
 
CPA































FIGURA 3.  Esquema de la diferenciación de las células CD4. Durante la activación inicial de los  linfocitos CD4+, 
las células presentadoras de antígeno (CPA) secretan una variedad de citoquinas que dirigen a las células T no 
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activación de la vía Smad3/NFAT. Una vez diferenciados ambos subtipos son indistinguibles (Chen W 2003, 
Fantini MC 2004, Tone Y 2008).  
Es un hecho ampliamente demostrado que todos los subtipos de células T son capaces de regularse 
entre ellas. Entre las células Treg y Th17 existe una estrecha relación, de forma que la composición de 
citoquinas del medio extracelular determina la diferenciación hacia uno u otro subtipo, así, en presencia 
de IL-6 las células CD4+ se diferencian en su mayoría a células Th17, mientras que en ausencia de IL-6 y 
presencia de TGF-β se diferencian a Treg (Bettelli E 2006, Mangan PR 2006, Mucida D 2007, Xu L 2007, Yang XO 
2008, Zhou L 2008, Weaver CT 2009). También existe una interacción física entre Foxp3 y RORγt que inhibe 
las funciones de este último (Zhou L 2008). Además, se ha observado que STAT-5, un inductor de células 
Treg, compite por el sitio de unión de STAT-3 en el promotor de IL-17A reprimiendo su activación (Yang 
XP 2011). Una evidencia de esta estrecha relación es la existencia de una pequeña población de células IL-
17+Foxp3+ observada ratones (Zhou L 2008) y en humanos (Ayyoub M 2009, Beriou G 2009, Voo K S 2009, 
Kryczek I 2011)  
 
5. INTERLEUQUINA 17A (IL-17A): CITOQUINA EFECTORA DE LA RESPUESTA TH17. 
5.1. FAMILIA IL-17  
 La familia IL-17 forma junto con sus receptores (IL-17Rs) una subfamilia de citoquinas/receptores, 
con características estructurales únicas. La familia se compone de 6 citoquinas (IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-
17D, IL-17E (o IL-25) e IL-17F), que presentan un dominio conservado de cisteínas y una homología entre 
el 20-50%, y sus receptores (IL17RA, IL17RB, IL17RC, IL-17RD e IL17RE) (Gaffen S 2009) (Tabla 1). 
 
 
IL-17A, también conocida como proteína asociada a linfocito T citotóxico 8 (CTLA-8) o IL-17, es la 
citoquina clave en la respuesta la Th17 y desempeña un papel importante en la protección del huésped 




Patología autoinmune. Reclutamiento de 
neutrófilos. Inmunidad a patógenos 
extracelulares 
Th17, células CD8, linfocitos T 
γδ+, NK, NKT, LTi 
IL-17B IL-17RB Actividad pro-inflamatoria 
Tracto gastrointestinal, Páncreas, 
neuronas 
IL-17C IL-17RE Actividad pro-inflamatoria Próstata, riñón fetal 
IL-17D  Actividad pro-inflamatoria 
Músculo, cerebro, corazón, 
pulmón, páncreas, tejido adiposo 
 
IL-17E ó IL-25 
IL-17RB 
IL-17RA 
Induce respuesta Th2. 
 Suprime respuesta Th17 
Linfocitos intraepiteliales, 
pulmón, células epiteliales, 
macrófagos alveolares, 
eosinófilos, basófilos, células T 
NK, células Th2, mastocitos, 




Patología autoinmune (presumiblemente). 
Reclutamiento de neutrófilos. Inmunidad 
a patógenos extracelulares 
Th17, células CD8, linfocitos T 
γδ+, NK, NKT, LTi 
TABLA 1. Citoquinas y receptores de la familia IL-17. Posibles funciones  y células o tejidos en los que se 




contra patógenos extracelulares, sin embargo, también promueve el desarrollo de una respuesta 
inflamatoria en enfermedades autoinmunes (Pappu R 2010). Es una glicoproteína de 155 amino ácidos 
con un peso molecular de 15kDa que se secreta en forma de homodímero de 35kDa y fue aislada por 
primera vez en 1996 por el grupo de Serge Lebecque (Fossiez F 1996). Sin embargo, no adquirió 
importancia hasta hace pocos años al demostrarse su papel en enfermedades inflamatorias crónicas 
(Miossec P 2009). 
Otra de las citoquinas mejor caracterizada de la familia es IL-17F. Ambas citoquinas poseen una 
homología del 50%, se secretan en forma de homodímero, señalizan a través del mismo receptor IL-17R 
y son capaces de dimerizar entre ellas formando complejos IL-17A-IL-17F (Wright JF 2007) (figura 4). Sin 
embargo, tienen distintos efectos biológicos. IL-17A induce una señalización más potente, de un orden 
de magnitud 10-30 veces mayor que la inducida por IL-17F. Estudios in vitro, en células mononucleares 
de sangre periférica, indican que los heterodímeros tendrían un magnitud de señalización intermedia 
(Wright JF 2007, Gaffen S 2009). La señalización de IL-17A a través de su receptor induce la producción de 
citoquinas (IL-6, IL-1, IL-8 y TNF-α), quimioquinas (MCP-1, MIP-1α, Gro-α, CXCL10, MCP-3, CCL20) y 
metaloproteasas (MMP-3 y MMP-13) (Park H 2005). Mediante la inducción de estás citoquinas, IL-17A 
activa un mecanismo de retroalimentación positivo que induce la transformación de células CD4+ naif en 
células Th17 y favorece el reclutamiento de neutrófilos y macrófagos (Ouyang W 2008, Miossec P 2009). 
Aunque con menos afinidad, IL-17F también es capaz de inducir, citoquinas (IL-6, G-CSF, y GM-CSF), 
quimioquinas (Gro-α, MIP-2α y CXCL5) y de incrementar el reclutamiento de neutrófilos (Kawaguchi M 
2004, Kolls JK 2004).  
 
5.2. ESTRUCTURA DE LOS RECEPTORES Y VÍAS DE SEÑALIZACIÓN DE IL-17A.  
El receptor IL-17R es un complejo compuesto por IL-17RA e IL-17RC. Ambas subunidades poseen un 
dominio SEFIR, la subunidad IL-RA posee además otros dos dominios, denominados TILL y CBAD. A través 
de dominio SEFIR, IL-17A se une al adaptador ACT1 para activar varias vías de señalización (Chang SH 
2006, Qian Y 2007, Linden A 2007). Mediante el reclutamiento de TRAF6, ACT-1 es capaz de activar al factor 
de transcripción C/EBPδ, y la vía clásica de señalización del factor de transcripción NF-κB, un elemento 
clave en inflamación (Yao Z 1995, Ruddy MJ 2004). Por otro lado, IL-17RA inhibe a C/EBPβ mediante dos 
fosforilaciones consecutivas, una en la tirosina 188 mediada por el dominio SEFIR/TILL, a través de la 
ERK, y otra en la tirosina 179 mediada por el dominio CBAD, a través de GSK3β (Shen F 2009) (figura 4).  
Otra de las vías típicas de señalización de mediadores proinflamatorios es la activación del factor de 
transcripción AP-1, a través de la vía de las MAPKs. En distintos tipos celulares se ha descrito la activación 
de los tres subgrupos de MAPKs (ERK1/2, JNK y p38) en presencia de IL-17A siendo la activación de 
ERK1/2 la predominante (Laan M 2001). La activación de esta vía parece jugar un papel más importante 
en control de la estabilidad de los transcritos activados por IL-17A que en la activación génica en sí 
misma (Wright JF 2008). 
     






Tanto los homodimeros como los heterodimeros de IL-17A e IL-17F son capaces de señalizar a través 
de este receptor. Sin embargo, los estudios de resonancia de superficie indican que la afinidad de unión 
de los dímeros por la subunidad IL-17RC es muy parecida, mientras que su afinidad por IL-17RA es 
distinta; siendo mayor la de IL-17A y menor la de IL-17F y quedando la del heterodímero en un punto 
intermedio, lo que explicaría los distintos grados de respuesta producidos por las distintas subunidades 
(Gaffen 2009). Además, la forma soluble de los receptores es capaz de inhibir la actividad de las 
citoquinas, de forma que IL-17RAs inhibe la actividad de IL-17A, IL-17RCs inhibe la de IL-17F y una 
combinación de receptores solubles IL17-RA/IL-17RC inhibe la actividad del heterodímero IL-17A-IL-17F 
(Wright JF 2008). 
 
5.3. IL-17A EN LA PATOLOGÍA RENAL.  
Las primeras evidencias de la contribución de IL-17A a la respuesta inflamatoria en el riñón se 
describieron en 1998 (Van Kooten C 1998) (cuando aún no se habían descubierto las células Th17). 


























Thr 188 Thr 179 
FIGURA 4: Estructura y vías de señalización de IL-17A e IL-17F a través del receptor IL-17RA. Modificado de 




inducía la producción de factores pro-inflamatorios como IL-6, IL-8 o MCP-1 contribuyendo a la creación 
de un ambiente inflamatorio (Van Kooten C 1998, Loong CC 2002). Estudios in vivo y datos en pacientes 
evidenciaron la relación entre niveles elevados de IL-17A y un mayor rechazo del injerto en trasplante 
renal (Loong CC 2002). En modelos experimentales autoinmunes, incluidos modelos de glomerulonefritis 
anti-mieloperoxidasa, glomerulonefritis anti-membrana basal y nefritis lúpica (Ooi JD 2009, Paust HJ 2009, 
Zhang Z 2009, Gan PY 2010), y en el modelos no inmunes como el de obstrucción unilateral del uréter o el 
de isquemia reperfusión; se han observado niveles elevados de IL-17A asociados a respuesta inflamatoria 
(Dong X 2008, Li L 2010). En pacientes con nefritis lúpica se ha descrito la presencia de IL-17A en el 
glomérulo (Crispin JC 2008), los pacientes con vasculitis y glomerulonefritis asociada a ANCA presentan 
niveles elevados de IL-17A tanto en suero como en riñón (Nogueira E 2010, Velden J 2012). 
En el riñón IL-17A, a través de los receptores IL-17RA, estimula a las células residentes (células 
túbuloepiteliales y mesangiales) activando la producción citoquinas proinflamatorias (IL-6) y moléculas 
quimioatractantes de macrófagos, neutrófilos y células T; lo que contribuyen al reclutamiento de células 
inflamatorias en el túbulointersticio y en el glomérulo (Paust HJ 2009, Iyoda M 2009) (Figura 5).  
 
 
 FIGURA 5. Efecto de la estimulación de  IL-17A e IL-17F en las células renales. Modificado de Turner E 2010.  
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5.4. IL-17A EN LA PATOLOGÍA CARDIO-VASCULAR. 
El papel de las respuestas Th1/Th2 en aterogénesis está bien establecido, siendo la respuesta Th1 
pro-aterogénica, mientras que la Th2 es anti-aterogénica (Daugherty A 2002). En los últimos años se ha 
avanzado mucho en el estudio del papel de las células Th17 en daño cardiovascular. Recientemente se 
ha descrito la presencia de células Th17 en placas ateroscleróticas de arterias coronarias (Butcher MJ 
2012) y se han encontrado niveles elevados de IL-17A en plasma de pacientes con infarto agudo de 
miocardio, angina inestable e insuficiencia cardiaca (Hashmi S 2006, Briceño LG 2009, Eid RE 2009). El 
bloqueo de IL-17A, mediante anticuerpos neutralizantes o utilizando un sistema adenoviral de la forma 
soluble de IL-17RA, ha mostrado efectos beneficiosos en el modelo aterosclerótico en ratones ApoE-/-, al 
reducir el tamaño de la lesión (Erbel C 2009, Smith E 2010) y en el modelo de daño vascular mediado por 
Ang II, donde mejora la disfunción vascular (Madhur MS 2010). En células de músculo liso vascular la 
estimulación con IL-17A induce la activación de mediadores proinflamatorios como, IL-6, IL-8, CXCL10, y 
proteína C reactiva y de especies reactivas de oxígeno a través de una serie de mecanismos que implican 
la activación de varias vías de señalización, incluidas MAPKs (p-38 y ERK) y factores de transcripción (NF-
κB y C/EBP β). En células endoteliales IL-17A es capaz de inducir la actividad de iNOS y la producción de 
oxido nítrico (Pietrowski E 2011).  
 
5.5. IL-17A Y DIÁLISIS PERITONEAL.  
Los tratamientos de DP prolongados están asociados con cambios en el perfil de citoquinas de una 
respuesta Th1 hacia una Th2 (Zamauskaite A 1999). En células mesoteliales humanas IL-17A activa al 
factor de estimulación de colonia de granulocitos (G-CSF) mediante un mecanismo dependiente de NF-
κB (Witowski J 2007). En ratones la inyección intraperitoneal de IL-17A induce acumulación de leucocitos 
polimorfonucleares, principalmente neutrófilos, en el peritoneo mediante un mecanismo dependiente 
de G-CSF y un aumento de la quimioquina KC (homologo murino del oncogen relacionado con el 
crecimiento α (GRO-α) (Witowski J 2000 y 2007). También se ha descrito la participación de IL-17A en la 
formación de abscesos en la sepsis intra-abdominal (Chung DR 2003). Además, en pacientes urémicos en 
hemodiálisis se ha descrito un aumento en los niveles de IL-17A circulante, especialmente en pacientes 
que han sufrido eventos cardiovasculares (Zhang J 2010). Sin embargo, no existen estudios que 
determinen la contribución de IL-17A a la progresión del daño por diálisis peritoneal.  
 
6. FACTORES CLAVES IMPLICADOS EN EL DAÑO RENAL. 
6.1. FACTOR DE CRECIMIENTO DE TEJIDO CONECTIVO (CTGF). 
6.1.1.  FAMILIA CCN. 
El factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) o CCN2, es una proteína matricelular modular de 




matricelulares actúan como moduladores de la función celular y suelen encontrarse expresadas en altos 
niveles durante las etapas del desarrollo, desapareciendo en la etapa adulta (Leask A 2006). Formadas por 
varios dominios que poseen distintas funciones, estas proteínas pueden unirse a múltiples receptores y 
su actividad está modulada por diversos factores de crecimiento y proteasas (figura 6). La familia CCN 
recibe su nombre de tres de sus miembros prototípicos: la proteína rica en cisteína 61 (Cyr61 ó CCN1), el 
factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF ó CCN2) y la proteína sobreexpresada en nefroblastoma 
(NOV ó CCN3). Esta familia está formada por 6 proteínas secretadas agrupadas en base a la semejanza de 
su estructura secundaria, que incluyen, además de las anteriormente mencionadas, las proteínas 
secretadas inducidas por Wnt-1 (WISP) 1 (WISP-1 ó CCN4), 2 (WISP-2/CCN5) y 3 (WISP-3/CCN6) (Kular L 
2011). La estructura característica común de esta familia de proteínas consiste en módulos separados 
que comparten cierta identidad con los dominios funcionales de otras moléculas reguladoras. Un 
prototipo de las proteínas CCN contiene (salvo excepciones): un péptido señal de secreción N-terminal y 
cuatro áreas funcionales: 1) módulo de unión al factor de crecimiento similar a la insulina (IGFBP), 2) 
módulo de repetición del Factor Von Willebrand (VW) tipo C, 3) módulo de repetición tipo 
trombospondina-1 (TSP-1) y 4) un dominio C terminal que contiene un nudo de cisteína (figura 6). 
Aparentemente las regiones que existen entre todos los módulos son susceptibles de ser separadas 
mediante proteólisis (Perbal B. 2005), lo que daría lugar a moléculas individuales con actividad biológica 
que podrían actuar como reguladores en distintos procesos (Brigstock DR 1999). La presencia de estas 
proteínas “truncadas” se ha asociado con etapas específicas del desarrollo y situaciones patológicas 
(Perbal B 2001a). La existencia de estas secuencias proteolizables constituiría, por tanto, un tipo de 
regulación adicional de la actividad de estas proteínas (Perbal B 2001b y 2004). 
  
6.1.2. CTGF 
El CTGF humano fue aislado por primera vez en 1991 como una proteína secretada por células del 
endotelio vascular cultivadas en un medio condicionado con PDGF (Bradham DM 1991). La secreción de 
CTGF al espacio extracelular depende de la señal N-terminal. Al igual que el resto de las proteínas de la 
familia, CTGF, tiene una estructura modular compuesta por cuatro dominios (figura 6). Entre los 
dominios 2 y 3 existe una región bisagra que es susceptible de ser degradada por proteasas, dando lugar 
a un fragmento N-terminal y un fragmento C- terminal que pueden encontrarse en los fluidos biológicos 
junto con la molécula completa. Todas estas variaciones en la molécula dan lugar a distintas funciones 
biológicas (Perbal B 2004, De Winter P 2008). CTGF es capaz de interactuar con diversas moléculas, a través 
de sus diferentes dominios puede unirse a integrinas, receptores heparan sulfato, moléculas de la 
superfamilia de TGF-β, como el propio TGF-β o BMPs; trombospondina, factores de crecimiento de tipo 
insulina (IGF-1) y a fibronectina (Kim HS 1997, Jedsadayanmata A 1999, Hoshijima M 2000, Abreu JG 2006) 
(figura 6).  
  
     







Clásicamente, CTGF ha sido considerado como un factor profibrótico, sin embargo los estudios 
realizados en los últimos años han expandido esta idea y ha pasado a considerarse CTGF como un factor 
multifuncional, con distintas actividades como angiogénesis, migración, adhesión y regulación de 
proliferación/apoptosis celular. En estados embrionarios la expresión de CTGF se encuentra elevada (Lau 
LF 1999) y participa en procesos de angiogénesis y en desarrollo esquelético. De hecho, los ratones 
deficientes en el gen de CTGF sufren letalidad perinatal debido a graves anormalidades en el desarrollo 
esquelético y defectos en angiogénesis (Ivkovic S 2003). A bajos niveles, CTGF favorece la cicatrización de 
heridas contribuyendo a la formación de tejido conectivo después de un daño. En la mayoría de 
patologías humanas caracterizadas por un proceso inflamatorio-fibroproliferativo, incluidos desordenes 
de la piel, enfermedades cardíacas, hipertensión y fibrosis pulmonar, cirrosis y enfermedades renales 
crónicas; CTGF se encuentra sobreexpresado y localizado principalmente en las áreas fibróticas (Ito Y 
1998, Lau LF 1999, Blom IE 2002, Gupta S 2000, Yokoi H 2002, Perbal B 2004, Phanish MK 2010).  
En 1997, se demostró el papel profibrótico de CTGF como mediador de los efectos de TGF-β 
(Grotendorst GR 1997). Estudios posteriores demostraron que otros estímulos profibróticos como Ang II, 




































del Tejido  
Refuerzo 
Vascular
Cicatrización  Angiogénesis 
A
B
FIGURA 6.  Estructura (A) y acciones (B) de CTGF como molécula prototipo de la familia CCN. Modificado de 





eran capaces de inducir la expresión de CTGF (Rupérez M 2003, Burns WC 2006, Leask A 2006, Rodriguez-Vita J 
2005a y 2005b, Sanchez López E 2009). 
Aunque uno de los paradigmas de CTGF es su papel como mediador de factores profibrótico, se sabe 
muy poco sobre el efecto de CTGF per se. En estudios realizados por nuestro grupo en el modelo de 
infusión de Ang II, se observó una activación rápida de CTGF (3 días) que precede a la aparición de 
factores profibróticos, como TGF-β y proteínas de MEC, y que coincide con la aparición de una respuesta 
inflamatoria, caracterizada por la presencia de células inflamatorias en el glomérulo y en el túbulo-
intersticio. Estos datos sugieren que CTGF, además de estar implicado en la fibrosis inducida por Ang II 
podría ser un mediador de sus efectos inflamatorios en situaciones de daño renal (Ruiz-Ortega M 2002, 
Rupérez M 2003). Muchos estudios in vitro, sugieren la participación de CTGF en la regulación de la 
respuesta inflamatoria. En cardiomiocitos CTGF induce la expresión de citoquinas y quimioquinas pro-
inflamatorias, como TNF-α, IL-6, IL-8 y MCP-1 (Wang X 2010). Además, en células mesangiales CTGF 
induce la expresión de MCP-1, RANTES, fractalquina y CXCL16 y en células tubulares de MCP-1 y RANTES; 
a través de vías de señalización de MAPK/NF-kB (Wu SH 2008, Sanchez-López E 2009). En células estrelladas 
pancreáticas, CTGF induce expresión de IL-6 e IL-1β a través de la vía NF-kB (Karger A 2008). 
Recientemente nuestro grupo ha demostrado que la administración de CTGF recombinante en ratones 
es capaz de inducir a las 24 horas una respuesta inflamatoria en el riñón, caracterizada por reclutamiento 
de células inflamatorias en el intersticio, producción de citoquinas proinflamatorias (IFN-γ, IL-6 y IL-4), y 
quimioquinas (MCP-1 y RANTES); mediante la activación del factor de transcripción NF-κB (Sánchez-López 
E 2009a). Todos estos datos indican una posible implicación de CTGF en la respuesta inflamatoria más allá 
de su efecto como mediador de citoquinas profibróticas.  
 
6.2.  FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE β (TGF-β) 
La superfamilia del TGF-β se compone de 40 citoquinas estucturalmente relaccionadas entre las que 
se encuentran TGF-β 1,2 y 3, BMPs, activinas, inhibinas, factores de crecimiento y el factor inhibitorio 
Mülleriano (MIF) (Santibañez JF 2011). Todas ellas participan en una amplia gama de procesos biológicos, 
desde la especificación del eje durante la diferenciación tisular en etapas de desarrollo temprano, hasta 
la regulación de diversas funciones inmmunológicas en el organismo adulto (Grainger DJ 2004). Los 
miembros de la superfamilia del TGF-β se producen generalmente en forma de precursores latentes 
diméricos que, posteriormente, se activan en el medio extracelular, liberando los ligandos de unión al 
receptor los cuales comparten un motivo estructural común denominado nudo cisteína.  
TGF-β regula una gran cantidad de procesos biológicos tales como morfogénesis, desarrollo 
embrionario, cicatrización de heridas e inflamación, de hecho los ratones deficientes en TGF-β sufren 
una letalidad post-embrionaria, a las 3-4 semanas de edad, debido a una inflamación multiorgánica 
(Kulkarni AB 1993). Las alteraciones en TGF-β y en componentes de su vía de señalización pueden 
contribuir a una amplia gama de enfermedades incluidas patologías cardiovasculares, fibrosis, cáncer y 
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enfermedades congénitas (Santibañez JF 2011). TGF-β1 se secreta como un complejo latente formado por: 
el dímero TGF-β1 maduro, un péptido de latencia asociado (LAP), que se une a la zona amino terminal e 
impide la unión de TGF-β1 a sus receptores, y una proteína de unión a la forma latente (LTBP), que evita 
la interacción con proteínas de matriz (Oklu R 2000). La activación de TGF-β1 se produce por su 
separación de LAP y puede estar mediada por variaciones de pH, calor, proteasas, TSP-1, especies 
reactivas de oxígeno o la integrina αVβ6 (Khalil N 1999, Ribeiro SM 1999). La forma activa de TGF-β1 se une 
al receptores de tipo serina/treonina quinasa II (TRII) que, seguidamente, interacciona y fosforila al 
receptor I (TRI) produciéndose un complejo ligando-receptor activado (Kang JS 2009) capaz de activar por 
fosforilación a proteínas Smad reguladas por receptor (R-Smad 2/3). Una vez fosforiladas, estás proteínas 
forman un complejo heterotrimérico con Smad4 que se transloca al núcleo actuando como un regulador 
transcripcional (figura 7). La inhibición de esta vía de señalización se produce por Smad7, que se une TRI 
activo e impide la fosforilación de las R-Smad (Kavsak P 2000). A parte de a sus receptores, TGF-β también 
puede interaccionar con otros co-receptores, como endoglina y betaglicanos (receptores TRIIIs) (Shi Y 
2003, Bernabeu C 2009). TGF-β puede activar otras vías intracelulares como la ruta de MAPKs, NF-κB, 
RhoA/ROCK, PI3K/Akt o HIF-1 (Moustakas A 2009, Sanchez-Elsner T 2001, Zhang YE 2009).  
  
 
TGF-β se encuentra ampliamente expresado en casi todas las células del riñón y se le considera un 
mediador clave de la fibrosis glomerular y túbulointersticial, ya que la sobreexpresión en modelos 
experimentales de TGF-β o de sus receptores provoca fibrosis renal (Gagliardini E 2006). TGF-β es capaz 
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de estimular la producción de proteínas de MEC y de inhibir metaloproteasas y colagenasas favoreciendo 
la acumulación de MEC. Además, se le considera un mediador clave en la inducción de TEM (Hills CE 
2011). Sin embargo, TGF-β también está considerado como un mediador antiinflamatorio ya que los 
ratones que sobreexpresan TGF-β, o en alguno de los componentes de su vía de señalización, presentan 
mayor protección frente a la inflamación en diversos modelos experimentales inflamatorios (Chen W 
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Independientemente de la etiología subyacente, la progresión de la enfermedad renal se caracteriza 
por un proceso inflamatorio inicial, seguido de fibrosis túbulo-intersticial, que conduce al fallo renal 
terminal. Nuestra hipótesis es que la respuesta Th17 está activada en la enfermedad renal crónica, 
independiente de su etiopatogenia, y que su citoquina efectora, IL-17A, juega un papel activo en la 
progresión del daño renal.  
La mayor causa de muerte de los pacientes con enfermedad renal crónica, incluidos los sometidos a 
diálisis peritoneal, son los accidentes cardiovasculares. Esta conexión cardio-renal sugiere la existencia 
de mediadores y mecanismos comunes implicados en la progresión del daño tisular. Nuestra hipótesis es 
que el CTGF, como mediador, y la respuesta Th17, como mecanismo de acción, son claves en la 
progresión del daño en ambos tejidos renal y cardiovascular. 
Una de las complicaciones de la diálisis peritoneal es la pérdida de funcionalidad de la membrana 
peritoneal debido a la exposición reiterada a líquidos de diálisis. Nuestra hipótesis es que la activación de 
la respuesta Th17 local por el daño crónico al que está sometida la membrana peritoneal podría 




Objetivo general: Estudiar si la respuesta Th17 está implicada en la progresión de la enfermedad 




1. Estudiar si la respuesta Th17 está activada en modelos experimentales de daño renal y en 
patologías renales humanas no inmunes. Determinar el efecto del bloqueo de IL-17A en la 
progresión del daño renal experimental.  
2. Evaluar el papel de la Th17 en el daño vascular en el modelo murino de administración sistémica 
de CTGF, como aproximación experimental a la búsqueda de mediadores y mecanismos 
comunes en la conexión del daño cardio-renal. 
3. Estudiar si la respuesta Th17 está implicada en el daño de la membrana peritoneal causado por 
la exposición crónica a los líquidos utilizados en la diálisis peritoneal, tanto en pacientes como 
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1. MODELOS EXPERIMENTALES.   
Todos los procedimientos con los animales se realizaron de acuerdo a la normativa Internacional 
vigente (Real Decreto 1201/2005, BOE núm. 268 LEY 32/2007) y fueron aprobados por el comité ético de 
la institución en la que se realizaron (Instituto de Investigación Fundación Jiménez Díaz y Instituto 
IDIPAZ).  
Para los modelos murinos se utilizaron ratones de la cepa C57BL6 (obtenidos de Charles River, 
Barcelona, España). Después de la recepción de los animales, estos se mantuvieron en jaulas ventiladas 
para minimizar el riesgo de infección por patógenos. En la mayoría de los modelos se emplearon ratones 
machos para evitar la posible interacción debido a las fluctuaciones hormonales de las hembras. En el 
caso de los modelos de daño peritoneal por líquido de diálisis se emplearon hembras ya que la mayor 
agresividad de los machos hace que se retiren el catéter disminuyendo así el número de ratones 
disponibles al final del estudio. Todos los ratones empleados tenían 8-10 semanas de edad, un peso 
aproximado de 25 gr. Durante el procedimiento experimental los ratones se pesaron cada semana y los 
que presentan más del 10% de pérdida de peso, cualquier signo de infección, o una actividad anormal 
fueron excluidos del experimento. En los modelos realizados en rata se emplearon machos de la cepa 
Wistar Kyoto de 6-10 semanas de edad con un peso aproximado de 150gr y ratas espontáneamente 
hipertensas, cepa SHR, de 6 semanas.  
 En los modelos de daño renal, el día del sacrificio se recogió sangre de cada animal para su posterior 
valoración. Tras el sacrificio, los ratones fueron perfundidos con salino frío por vía cardiaca y se 
recogieron los riñones y, en los casos que se indica, la aorta. Una sección tanto del riñón como de la 
aorta se fijó en solución salina de formaldehido 4% y posteriormente se incluyó en parafina para el 
análisis inmunohistoquímico. Otra sección del riñón se incluyó en medio de crio-preservación (OCT: 
Tissue-Tek), para estudios de inmunofluorescencia. Por último el resto del riñón y de la aorta se 
congelaron en nitrógeno líquido para el estudio de genes y proteínas.  
 En los estudios de daño peritoneal, el peritoneo fue cuidadosamente examinado para detectar 
cualquier signo de sangrado o infección. Una parte del peritoneo fue congelado en nitrógeno líquido 
para el análisis de proteínas y genes, otra sección se fijo en líquido de Bouin y posteriormente se incluyó 
en parafina para el estudio morfométrico e inmunohistoquímico, para estudios de inmunofluorescencia 
una sección de peritoneo se embebió en medio de criopreservación (OCT). 
 
1.1.  MODELO EXPERIMENTAL DE INFUSIÓN SISTÉMICA DE CTGF EN RATÓN. 
 A los ratones se les administró, por vía intraperitoneal, una única dosis de CTGF recombinante 
(Fragmento C-terminal: MBL) de 2,5 ng por gr de peso de ratón, disuelto en salino. La dosis de CTGF 
empleada fue igual a la utilizada en otros estudios de nuestro grupo (Sanchez-Lopez E 2009a) y 
equivalente a la empleada en estudios in vitro. Los ratones fueron sacrificados  5, 10 y 15 días después 
de la inyección de CTGF (figura 8). Como controles utilizamos ratones machos, de edad similar, a los que 
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se les inyectó un volumen de salino igual al de los ratones tratados. El número inicial de ratones 
estudiados fue de 5 ratones por grupo, posteriormente este número se amplió en el grupo control y en 
el tratado con CTGF durante 10 días, que era en el que observamos una mayor respuesta inflamatoria, 
hasta alcanzar un total de 10 ratones por grupo. 
 
 
1.1.1. NEUTRALIZACIÓN DE IL-17A Y TGF-β EN RATONES INYECTADOS CON CTGF. 
Para evaluar los efectos de IL-17A y TGF-β en el modelo de CTGF, bloquemos estás moléculas 
utilizando anticuerpos neutralizantes. Los ratones fueron tratados vía intraperitoneal con un anticuerpo 
neutralizante de IL-17A o de la forma activa de TGF-β (100ng/ratón) 24 horas antes de la administración 
de CTGF y posteriormente cada 72 horas hasta el sacrificio a los 10 días (figura 9).  
 
Día 0
CTGF (2,5ng/gr peso) SacrificioSacrificioSacrificio










































Día 5  
FIGURA 8: Esquema del modelo experimental de administración sistémica de CTGF en ratón. 
FIGURA 9: Esquema del protocolo de neutralización en el modelo de administración sistémica de CTGF.  
n= 5 animales por grupo 
Ratones C57BL6 
25 gramos. ♂ 




Como control se emplearon ratones inyectados con CTGF y la IgG control correspondiente 
(100ng/ratón) según el anticuerpo neutralizante empleado como se detalla en la tabla 2. La dosis de los 




1.2. MODELOS EXPERIMENTALES DE DAÑO RENAL EN RATA 
1.2.1. MODELO DE INFUSIÓN DE ANGIOTENSINA II. 
El modelo se realizó como se ha descrito previamente por nuestro grupo (Rupérez M 2003). Se 
utilizaron ratas de la cepa Wistar normotensas de 3 meses de edad (150-180gr). La infusión de Ang II 
(dosis de 100 ng/Kg/min) se realizó mediante la implantación subcutánea de minibombas osmóticas 
(Alza Corp.), que permiten la liberación del péptido a velocidad y concentración constante. La cirugía se 
realizó bajo anestesia inducida por isofluorano. A las dos semanas los animales fueron sacrificados y se 
examinaron los riñones. Como control se incluyó un grupo infundido con salino. Los animales infundidos 
con AngII durante 2 semanas presentaron un aumento en la tensión sanguínea moderado (Ang II:149  3 
mm Hg, control:119  1 mm Hg, p<0,05; n=10 animales por grupo). 
 
1.2.2. MODELO DE NEFROPATÍA DIABÉTICA POR ADMINISTRACIÓN DE STZ.  
Para los estudios de nefropatía diabética se realizó un modelo de inducción de nefropatía por 
inyección de STZ como se describe en (Ares-Carrasco S 2009). Ratas macho de la cepa Wistar fueron de 6 
semanas de edad (130-150 gr) fueron inyectadas tres veces con estreptozotocina (50mg/kg/día) o 
vehículo (0,01 mol/L tampon citrato pH 4,5). La glucosa en sangre se controló dos veces por semana con 
un glucómetro. Cuando fue necesario se administró insulina (Insulatard NPH) por inyección 
intramuscular para la hiperglucemia, manteniendo la glucosa en sangre >400 mg/dl. A las 22 semanas los 
animales se sacrificaron y se estudiaron los riñones. Como controles se utilizaron ratas macho de 28 
semanas de edad. Los valores de presión sanguínea, proteinuira y albuminuria al tiempo del estudio se 
muestran en la tabla 3. 
1.2.3 RATAS ESPONTÁNEAMENTE HIPERTENSAS.  
Para este modelo se utilizaron ratas de la cepa SHR que desarrollan hipertensión de manera 
espontánea. Se utilizaron ratas macho que se sacrificaron a las 6 semanas de edad y se examinaron los 
TABLA 2: Listado de anticuerpos utilizados en el modelo de neutralización, dosis y controles.  
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riñones. Como controles se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con la misma edad. Los valores de 




En todos los casos la presión arterial sistólica fue medida en ratas conscientes con un 
esfingomanómetro en la vena dorsal de la cola (NARCO Biosystems). El valor de la presión sanguínea 
para cada rata fue calculado como la media de tres medidas separadas en cada sesión. 
 
1.3. MODELO DE OBSTRUCIÓN UNILATERAL DEL URETER. BLOQUEO DE IL-17A 
El modelo se realizó según el protocolo previamente descrito por nuestro grupo  (Esteban V 2004). 24 
horas antes de la cirugía los ratones fueron tratados con un anticuerpo frente a IL-17A (100ng/ratón) o 
IgG de ratón isotipo K1, utilizado como grupo control (tabla 2). La cirugía se realizó bajo anestesia 
inducida por isofluorano. Posteriormente se procedió a la ligación del uréter izquierdo con un hilo de 
sutura (4/0) no absorbible en dos puntos suficientemente separados, para prevenir la infección del 
tracto urinario, por último se realizó un corte entre ambas ligaduras (riñón obstruido) (figura 10). Como 
control adicional se utilizó el riñón que no ha sufrido cirugía (riñón contralateral). Los animales se 
sacrificaron a los 3 días.  
 
Presión Sanguínea Proteinuria Albumina en orina
(mmHg) (mg/24h) (µg/24h)
Control 112,0 ± 3,9 4,5 ± 1,8 0,44 ± 0,3
SHR 143,1 ± 10,2 8,8 ± 3,6 2,00 ± 0,7
Diabéticas 121,2 ± 4,8 8,6 ± 3,6 2,31 ± 0,4















FIGURA 10: Esquema del protocolo de neutralización de IL-17A en el modelo UUO. n= 5 ratones por grupo.  
TABLA 3: Valores de parámetros biológicos. N= 6 ratas por grupo.  
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1.4. MODELO EXPERIMENTAL DE DAÑO PERITONEAL POR INSTILACIÓN DE LÍQUIDO DE DIÁLISIS EN 
RATÓN. 
El modelo se realizó siguiendo el protocolo descrito por el grupo de R. Selgas (Aroeira LS 2008). Este 
modelo permite reproducir el daño causado por el líquido de diálisis en la membrana peritoneal debido a 
diversos factores como el daño mecánico y la bioincompatibilidad de fluidos pero siempre teniendo en 
cuenta que los ratones poseen los dos riñones funcionales por lo que se descartan los efectos debidos a 
la uremia (González-Mateo GT 2008). A los ratones se les implantó un catéter intraperitoneal conectado a 
un acceso subcutáneo situado en la zona dorsal (PennyPort; Access Technologies, Skokie, IL, USA). 
Durante la primera semana tras la cirugía se administró, a través del catéter, 0,2 ml de salino y 1 UI/ml 
de heparina para facilitar la cicatrización de la herida. Posteriormente los ratones se dividieron en grupos 
al azar, un grupo de ratones (LD) fue instilado diariamente con 2 ml de una solución de diálisis estándar 
(Stay Safe: tampón lactato 35 mmoles/L, 4,25% de glucosa, pH5,5), (Fresenius Medical Care, Bad 
Homburg, Germany). Elegimos este volumen por ser el equivalente al utilizado en pacientes en relación 
con el peso corporal y no afectaba a la capacidad pulmonar de los ratones. Los ratones sin tratar con 
líquido de diálisis fueron usados como grupo control (control). Los ratones se sacrificaron 7 o 30 días 




1.4.1. NEUTRALIZACIÓN DE IL-17A.  
Utilizamos un anticuerpo neutralizante para bloquear los efectos de IL-17A en el grupo tratado 
durante 7 días con LD. Los ratones fueron tratados con un anticuerpo neutralizante de IL-17A 24 horas 
antes de la instilación con LD y posteriormente cada 72 horas hasta el sacrificio, la administración se 

























FIGURA 11: Esquema de los procedimientos seguidos en el modelo de daño peritoneal por instilación de 
líquido de diálisis. n = 6 animales por grupo.  
Ratones C57BL6 
25 gramos.  
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número final de ratones analizados fue de 6 ratones en el grupo con IgG control y de 7 ratones en el 




1.5. MODELO EXPERIMENTAL DE DAÑO PERITONEAL POR INYECCIÓN DE IL-17A EN RATÓN. 
Para comprobar los efectos de IL-17A en el peritoneo se realizó un modelo de administración de IL-
17A recombinante. A los ratones se les administró, por vía intraperitoneal, una única dosis (1µg/ ratón) 
de IL-17A recombinante humana (R&D systems) disuelta en salino. La dosis empleada fue igual a la 
utilizada en otros estudios in vivo (Witowski J 2007) y equivalente con la medida de bioactividad 
proporcionada por la casa comercial. Los ratones fueron sacrificados a los 10 días (figura 13). Como 
control utilizamos ratones inyectados con salino por vía intraperitonal. El número de ratones estudiados 


















































FIGURA 12: Protocolo de neutralización de IL-17A en el modelo de daño peritoneal por instilación de líquido 
de diálisis.  
FIGURA 13: Esquema del modelo experimental de administración sistémica de IL-17A en ratón. 
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2. ESTUDIOS EN PACIENTES 
2.1. OBTENCIÓN DE MUESTRAS HISTOLÓGICAS.  
Las muestras de peritoneos humanos provienen de peritoneo parietal de la pared abdominal 
anterior de pacientes en diálisis peritoneal y fueron extraídas por cirujanos, bien durante la inserción o 
retirada del catéter de diálisis, o durante la realización de cirugía abdominal. En el grupo control las 
muestras se obtuvieron de donantes de órganos, en el momento de la extracción o en autopsias de 
pacientes sin patología renal o abdominal. Las biopsias renales fueron obtenidas del Banco de Tumores 
del Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela. El tejido fue fijado en una solución 
formol salina,  incluido en parafina y cortado en micrótomo para obtener secciones de tejido de unas 4 
μm de grosor.  
 
2.2. EFLUENTE PERITONEAL 
Las soluciones de diálisis drenada (o efluentes) se obtuvieron a partir de bolsas de diálisis de 
pacientes en diálisis peritoneal continuada ambulatoria, provenientes de la unidad de diálisis peritoneal 
del Hospital de la Paz, Madrid, España. Del volumen de líquido total recogido de los pacientes (volumen 
variable en función del grado de ultrafiltración de cada paciente) se recolectaron 100 ml y se guardaron a 
-80°C. 
En todos los casos se informó al paciente, se realizó un tratamiento confidencial de los datos 
clínicos, y se obtuvo la autorización previa para la realización de las biopsias. Todos los estudios cumplen 
la normativa de la Declaración de Helsinki y fueron aprobados por los comités éticos correspondientes 
de cada institución. 
 
3. ENSAYOS IN VITRO. 
Para los experimentos in vitro empleamos varias líneas celulares; células túbuloepiteliales humanas 
(HK2) y murinas (MCT) y fibroblastos renales (TFB). Para los estudios de células mesoteliales realizamos 
un cultivo primario a partir de omento obtenido de pacientes sometidos a cirugía abdominal no 
relacionada con diálisis peritoneal ambulatoria según se describe en (Yáñez-Mó M 2003). Las células 
mesoteliales de omento (HOMC) se obtuvieron por digestión del epiplón con tripsina durante 30 minutos 
a 37°C, seguido de centrifugación (1200 rpm; 10 minutos; 4°C). Cada tipo celular se creció en medio de 
cultivo específico según se describe en la tabla 4. Posteriormente las células se estimularon con IL-17A 
recombinante (10ng/ml) (R&D systems) utilizando la dosis descrita en Shahrara S 2009. 






4. ESTUDIOS MORFOLOGICOS E INMUNOHISTOQUÍMICOS.  
4.1. ESTUDIOS MORFOLÓGICOS. 
Las muestras de tejido incluido en parafina se cortaron con micrótomo en secciones de 4μm y 
fueron montadas en portaobjetos de carga positiva (Dako FLEX IHC). Para el desparafinado e hidratación 
del tejido, las muestras mantuvieron en la estufa a 60°C durante 1 hora y posteriormente se incluyeron 
en xileno durante 10 minutos y en un gradiente decreciente de alcohol etílico (100°: 5min, 96°: 5min y 
70°: 5min). La morfología del riñón y el peritoneo se contrastó empleando la técnica de tinción tricrómica 
de Masson (Masson P 1929) y la de las aortas mediante la técnica de rojo sirio (Sweat F 1964). 
Posteriormente, se evaluaron las muestras mediante microscopia óptica. En las muestras de peritoneo, 
teñidas con la técnica de Masson, se realizaron medidas morfométricas del grosor de la pared desde un 
extremo a otro de la sección haciendo medidas cada 150 μm.  
 
4.2. INMUNOHISTOQUÍMICA. 
Las técnicas inmmunostoquímicas se emplearon tanto para caracterizar el número de células 
inflamatorias específicas como para evaluar la presencia de determinadas citoquinas y quimioquinas y su 
localización. El desparafinado, hidratación de las muestras y la recuperación de epítopos se realizó 
simultánea y automáticamente utilizando el sistema PT-link de Dako. Este sistema permite seleccionar el 
modo de recuperación de antígeno entre bajo y alto pH, según las especificaciones para cada anticuerpo 
(tabla 5). Para realizar las distintas tinciones inmunohistoquímicas se utilizó el sistema automatizado 
CÉLULAS FUENTE
MEDIO Y CONDICIONES 
DE CULTIVO
SUPLEMENTOS








RPMI 1640 ( Lonza)
Suero bovino fetal (origen
Sudamérica) (Lonza) 10% 
37  C CO 25%
Glutamina 1% (Lonza)
Penicilin a 100U/ml (Lonza)
Estreptomicin a 100 g/ml(Lonza)




Dr. Eric Neilson 
(Universidad de 
Vanderbilt )
RPMI 1640 ( Lonza)
Suero bovino fetal (origen
Sudamérica) (Lonza) 10% 
37  C CO 25%
Glutamina 1% (Lonza)
Penicilina 100U/ml (Lonza)




Dr. Eric Neilson 
(Universidad de 
Vanderbilt )
RPMI  1640 ( Lonza)
Suero bovino fetal (origen
Sudamérica) (Lonza) 10% 
37  C CO 25%
Glutamina 1% (Lonza)
Penicilina 100U/ml (Lonza)
Estreptomicin a 100 g/ml (Lonza)
Insulina transferrina selenito sódico ( ITS)
5 g/mL (Sigma) 








RPMI  1640 ( Lonza)
Suero bovino fetal (origen
Sudamérica) (Lonza) 20% 
37  C CO 25%
Glutamina 1% (Lonza)
Penicilina 100U/ml (Lonza)
Estreptomicin a 100 g/ml (Lonza)
Insulina transferrina selenito sódico ( ITS)     
5 g/mL (Sigma) 
Hidrocortisona 36ng/ mL (Sigma)
TABLA 4: Células utilizadas en los experimentos in vitro, origen y condiciones de cultivo  
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Autostainer de Dako según el protocolo específico para cada anticuerpo como se detalla en la tabla 4. 
Este sistema emplea como anticuerpo secundario un polímero conjugado con peroxidasa (Envision 
FlexTM) que es capaz de reconocer anticuerpos primarios de ratón y de conejo. Para anticuerpos 
primarios realizados en otro huésped se puede emplear una molécula (linker) que permite la unión entre 
el anticuerpo primario y el polímero, este procedimiento permite, además amplificar la señal del 
anticuerpo. Este equipo permite una mayor reproducibilidad de la técnica de tinción, el manejo de un 







Las muestras criopreservadas en OCT se cortaron con criostato en secciones de 4μm, se colocaron en 
portaobjetos de poly-L-Lisina y se conservaron a -80°C. Posteriormente, las muestras se fijaron en una 
solución de formol salino al 4% durante 10 minutos. Para evitar uniones inespecíficas las secciones se 
bloquearon durante 1 hora a Tª ambiente con PBS/BSA 10% y 4% del suero correspondiente. Se 
incubaron con anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C y, posteriormente, con el 
correspondiente anticuerpo secundario conjugado con Alexa488 o Alexa633 durante 1 hora a Tª 
ambiente. Después de cada paso anterior las muestras se lavaron con PBS y Tween al 0.05%. En el caso 
de dobles tinciones, después de lavar el anticuerpo secundario se bloqueó de nuevo la muestra y se 
repitieron los mismos pasos; añadiendo el otro anticuerpo primario y un anticuerpo secundario 
conjugado con un cromógeno distinto para poder diferenciar las dos tinciones. Los núcleos se 
contrastaron con 4',6-Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato (DAPI) (Sigma) y se montaron con Mowiol 40-
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TABLA 5: Listado d  anticuerpos utilizados en inmunohistoquímica. Condiciones empleadas. Diluciones y casas 
comerciales.  






5. ANÁLISIS PROTEICOS. 
Las proteínas se extrajeron del tejido congelado en nitrógeno líquido mediante pulverización en un 
homogeneizador metálico estéril en un tampón de lisis que contiene Tris-HCl (50 mmol/L), NaCl (150 
mmol/L), ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) (2 mmol/L); etilenglicol tetraacético (EGTA) 2 mmol/L; 
Triton X-100 (0,2%); NP-40 (0,3%); fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (1 mmol/L) coctel de 
inhibidores de proteasas (1 μl/ml), fluoruro sódico (NaF) (25 mmol/L); Ortovanadato sódico (Na3VO4) 
(100 μM) y Ditiotreitol (DTT) 1mM todo de Sigma. Posteriormente se determinó la concentración de 
proteínas mediante método del ácido bicinconínico (BCA de Pierce). 
 
5.1. TÉCNICA DE ELISA 
Los niveles de producción de citoquinas se determinaron mediante ensayos de imnunoabsorción 
(ELISA). Los extractos proteicos obtenidos del tejido (riñón, aorta, peritoneo) se cuantificaron y 
posteriormente se realizaron las diluciones apropiadas para obtener alícuotas de la misma concentración 
(10 ng/ml) por muestra. Empleando un volumen de 10 µl determinamos los niveles de IFN-γ IL-4, IL-17A, 
IL-6 y TGF-β (eBioscience) y de MCP-1 y RANTES (BD Bioscience). El plasma de ratones (50 µl) se utilizó 
para evaluar los niveles de IL-17A (eBioscience) circulantes. El líquido de diálisis obtenido de pacientes se 
concentro por filtración en tubos de centrífuga (Amicon Ultra-15, Millipore) y se utilizó para valorar los 
niveles de IL-17A (ebioscience). 
 
5.2. TÉCNICA DE WESTERN BLOT 
Los extractos de proteínas de los tejidos (30-50 µg/ml) se separaron en geles de SDS-poliacrilamida 
(8-12%) en condiciones reductoras. Las muestras se transfirieron a membranas de fluoruro de 








































Conjugado con Alexa 488
(hecho en cabra)
TABLA 6: Listado de  anticuerpos utilizados en inmunofluorescencia. Condiciones empleadas. Anticuerpos 
secundarios. Diluciones y casas comerciales. 
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polivinilideno (PVDF) (Bio-Rad), antes de añadir el anticuerpo primario, se bloquearon las membranas 
durante una hora con leche descremada en polvo (5% en TBS con 0,1% de Tween-20) para evitar uniones 
inespecíficas. Tras una noche con el anticuerpo primario (diluido en la solución de bloqueo) se incubaron 
durante el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (Amersham). Las bandas de 
proteínas se detectaron por quimioluminiscencia usando el kit ECL (GE Healthcare, Buckinghamshire, 
Reino Unido). Las autorradiografías obtenidas se escanearon utilizando el densitómetro calibrado Gel 
Doc™ EZ imager y se analizaron con el programa Image Lab 3.0 ambos de Bio-Rad.  
Los anticuerpos primarios empleados fueron: anti-RORγt *1:1000+ y anti-Foxp3 [1:1000] 
(eBioscience), anti-STAT-3 fosforilado [1:1000] (Cell Signaling), anti-IL-17 [1:1000] (Abcam), anti-MCP-1 
[1:500 (Becton Dickinson) y anti-RANTES [1:1000] (Chemicon). El control de carga de las proteínas y la 
eficacia de transferencia se determinaron utilizando un anticuerpo anti GAPDH 1:5000 (Chemicon) o 
anti-α-Tubulina 1:10000 (Sigma). 
 
6. ANÁLISIS GENÉTICOS.  
El ARN total de aisló de las muestras de tejido congelado y pulverizado mediante el método del 
Trizol®. El ADNc fue sintetizado a partir de 2 µg de ARN total utilizando el Kit de alta capacidad de síntesis 
de ADNc de Applied siguiendo las instrucciones del fabricante. Para determinar la expresión génica del 
ADNc obtenido fue analizado mediante reacción en cadena de la polimeras (PCR) a tiempo real con el 
sistema de detección de secuencias de 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Se realizó un 
análisis multiplex empleando cebadores marcados con fluoróforo FAM prediseñados por Applied (tabla 
7), para detectar el gen correspondiente y un cebador para ARN 18s ribosómico eucariótico marcado con 
un fluoróforo VIC para la normalización de datos. La Tª y número de ciclos fue la siguiente: 1 ciclo de 2 
minutos a 50°C, 1 ciclo de 95°C de 10 minutos, 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1 
minuto, en este último paso es donde se hacen las mediciones.  
La detección de la expresión de IL-17A se realizó con Syber Green y se normalizó analizando la 
expresión del ARN 18s ribosómico utilizando los cebadores que se indican en la tabla 6. Con los 
siguientes pasos: 1 ciclo de 2 minutos a 50°C, 1 ciclo de 95°C de 10 minutos, 40 ciclos de 94°C durante 1 
minuto, 60°C durante 40 segundos y 72°C durante, por último un ciclo de disociación de 95°C y 60°C 
durante un minuto. Las mediciones se realizaron durante el paso de 72°C. El análisis de cada muestra se 
realizó por duplicado, el número de copias se ARNm se calculó usando el programa incluido en el 
instrumental a partir del valor Ct (ciclo umbral). Los resultados se normalizaron con sus correspondientes 









7. CITOMETRÍA DE FLUJO. 
Se analizó el plasma de ratón, obtenido por centrifugación (2500 rpm, 10 minutos) de muestra de 
sangre total, por citometría de flujo para determinar los niveles de linfocitos T circulantes. La superficie 
de las células fue teñida con un anticuerpo anti-CD3 marcado con tiocianato de fluoresteina (FITC) 
(específico para linfocitos T) y un anticuerpo anti-CD4 (para linfocitos Th) o anti CD8 (para linfocitos T 
citotóxicos) marcado con ficoeritrina (PE) (BD Pharmingen), siguiendo las instrucciones suministradas por 
la casa comercial. Posteriormente las células fueron permeabilizadas y marcadas con un anticuerpo de 
detección de Foxp3 marcado con biotina (BD Pharmigen), siguiendo las instrucciones del fabricante. El 





NÚMERO IDENTIFICADOR O 
SECUENCIA 
 MCP-1  FAM /ratón Mm00441242_m1 
RANTES  FAM /ratón Mm01302428_m1 
IL-6  FAM /ratón Mm00446190_m1 
TGF-β  FAM /ratón Mm01178819_m1 
CCR2  FAM /ratón Mm-99999051-Gh 
 CXCL1  FAM /ratón Mm04207460_m1 
VEGF  FAM /ratón Mm00437304_m1 
α-SMA  FAM /ratón Mm01546133_m1 
Fibronectina FAM /ratón Mm01256734_m1 
CTGF FAM /ratón Mm00515790_g1 
MCP-1 FAM /humano Hs00234140_m1 
RANTES FAM /humano Hs00174575_m1 
IL-6 FAM /humano Hs00985639_m1 
TGF-β FAM /humano Hs99999918_m1 
Pro-colágeno tipo I FAM /humano Hs00164004_m1 
18s ARN  VIC / eucariota 4310893E 









5' CAGCTTTGCAACCATACTCCC 3' 
TABLA 7: Listado de cebadores utilizados para el análisis génico por PCR a tiempo Real. 
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8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
La cuantificación de las tinciones inmunohistoquímicas se realizó con el Software Image Pro-Plus. Se 
realizaron mediadas de 5 campos visuales de una magnitud de 200x para cada muestra y se cuantificó el 
área teñida con respecto del área total, los resultados se muestran como media ± error estándar de la 
media (EEM). Los resultados de los análisis de niveles de proteína y ARN se expresaron como 
incrementos de n-veces respecto al control como media ± error estándar de la media (EEM).  
El análisis estadístico de todos los resultados se realizó con el software estadístico SPSS versión 11.0. 
En primer lugar se comprobó que las muestras fueran normales (prueba de Kolmogorov – Smirnov), en 
los casos en los que esté supuesto fue cierto se realizó una análisis comparativo de las medias utilizando 
el test paramétrico T-Student, en el caso de no ser muestras normales se realizó la prueba no 
paramétrica U de Mann-Whitney. En cualquiera de los casos las diferencias se consideraron significativas 















1. ESTUDIOS IN VIVO DE CTGF. 
1.1. EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN SISTÉMICA DE CTGF EN LA MORFOLOGÍA Y FUNCIÓN RENAL 
EN RATÓN 
Aunque se ha descrito una inducción local de la expresión de CTGF en numerosas patologías renales 
asociado a la presencia de fibrosis (Spagnoli A 2005; Blom IE 2002; Gupta S 2000, Cicha I 2005, Leask A 2002; 
Yokoi H 2002; Rachfal AW 2005), existen pocos datos a cerca del efecto in vivo de CTGF per se. 
Recientemente nuestro grupo ha descrito la participación directa de CTGF en la inducción de una 
respuesta inflamatoria renal aguda asociada a la activación del factor NF-κB (Sanchez-Lopez E 2009a). Sin 
embargo, se desconocen los efectos sobre el riñón de una exposición más prolongada. Para de evaluar 
los efectos a largo plazo de CTGF in vivo en el riñón realizamos un modelo de administración sistémica 
vía intraperitoneal de CTGF recombinante (2.5 ng/g de peso) en ratones machos C57BL/6 y estudiamos el 
efecto causado a 5, 10 y 15 días. La evaluación morfológica de las muestras renales mostró únicamente 
un aumento focal del infiltrado inflamatorio intersticial en respuesta a CTGF, a todos los tiempos 
estudiados. Sin embargo, no se observó ningún cambio en la morfología (sin evidencia de daño 
glomerular o tubular), ni se detectó aumento significativo del depósito de proteínas de matriz 
extracelular (figura 14A). La actividad de la función renal, evaluada indirectamente por los niveles de 
creatinina y urea en sangre, tampoco mostró diferencias significativas entre controles y ratones 
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FIGURA 14. La administración sistémica de CTGF en ratón no indujo cambios en la morfología y función renal. 
Los ratones C57BL/6 fueron inyectados i.p. con CTGF (2.5ng/gr peso corporal) y sacrificados después de 5, 10 o 15 
días. La morfología renal y la presencia de depósitos de colágeno se evaluaron mediante tinción tricrómica de 
Masson. La figura A muestra una micrografía representativa de 1 animal de cada grupo (200x). El tejido conectivo 
se tiñe de azul, los núcleos de morado, y el citoplasma en rojo. La figura B muestra los valores medios de creatinina 






1.2.  CTGF INDUCE UNA RESPUESTA INFLAMATORIA RENAL CRÓNICA. 
Con el fin de caracterizar la respuesta renal inflamatoria observada en los ratones tratados con 
CTGF, examinamos el componente celular del infiltrado inflamatorio mediante estudios 
inmunohistoquímicos con anticuerpos específicos para reconocer monocitos/macrófagos y células T 
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FIGURA 15. La administración sistémica de CTGF en ratones causó infiltrado inflamatorio en el riñón. En 
secciones renales de ratones tratados con CTGF se caracterizaron y cuantificaron las células inflamatorias 
mediante tinción inmunohistoquímica con anticuerpos frente a F4/80 (específico para monocitos y macrófagos), 
CD3 (marcador de linfocitos T) y CD4 (marcador linfocitos Th). La figura A representa la cuantificación de las células 
positivas, representada como tinción positiva respecto a la superficie total y normalizada frente al control. Los 
resultados se expresan como media ± EEM de 5 a 10 animales por grupo. * p<0.05 vs. control. La figura B muestra 
un ejemplo representativo de un animal control y otro tratado con CTGF a 10 días (200x). Las flechas indican la 






En los ratones tratados con CTGF encontramos un mayor número de células F4/80 positivas 
(monocitos/macrófagos) a todos los tiempos estudiados, con un pico máximo alcanzado a 10 días. Estás 
células se localizaron en el túbulo-intersticio y en los glomérulos figura 15B. La presencia de linfocitos T 
también estaba significativamente aumentada en ratones tratados con CTGF respecto de los controles, 
con un pico máximo para células CD3 positivas a 10 días, mientras que el mayor número de células CD4 
se observaba a los 15 días (Figura 15). Junto con las células inflamatorias también valoramos la presencia 
de mediadores proinflamatorios en el riñón. Los ratones inyectados con CTGF presentaron un aumento 
en la expresión génica y proteica de las citoquinas proinflamatorias MCP-1 y RANTES, a todos los tiempos 
estudiados, comparado con los controles (figura 16). Todo estos datos indicaban la existencia de un 






1.3.  CTGF INDUCE UNA RESPUESTA FIBRÓTICA TRANSITORIA EN EL RIÑON QUE DESAPARECE A 
LOS 10 DÍAS. 
CTGF se ha considerado clásicamente como un mediador profibrótico, por lo que uno de nuestros 
objetivos fue investigar la expresión de distintos marcadores fibróticos en el riñón de los ratones 
tratados con CTGF. Entre los factores profibróticos mejor caracterizados se encuentra TGF-β, se ha 
descrito que este factor es capaz por si solo de iniciar y mantener una respuesta profibrótica en diversos 
órganos (Santibañez JF 2011). A nivel renal, se observaron cambios significativos en los niveles de 
expresión proteica de TGF-β, determinado por ELISA, entre los ratones control y los tratados con CTGF, a 
todos los tiempos estudiados; observándose únicamente un ligero aumento en la expresión génica de 
TGF-β1, determinado por PCR a tiempo real, a 15 días que no se traduce en un aumento a nivel de 































FIGURA 16.  CTGF aumentó de la expresión de quimiocinas proinflamatorias en el riñón. En las muestras renales 
de ratones control y tratados con CTGF evaluamos los niveles de expresión génica de MCP-1 y RANTES por PCR a 
tiempo real (A) y los niveles de proteína por ELISA (B). Los datos se expresan como la media ± EEM de 5 a 10 










En los ratones tratados con CTGF se observó un incremento en los niveles de ARNm de fibronectina, 
pro-colágeno Tipo I y actina de músculo liso vascular (α-SMA), todos ellos marcadores característicos de 
fibroblastos activados (miofibroblastos) (Schurch W 1998) a 5 días, que regresaron a los valores basales a 
los 10 días. Los niveles de pro-colágeno tipo I aumentaron de nuevo a los 15 días (figura 18A). Por otro 
lado, observamos un incremento mantenido de la expresión génica del inhibidor del activador del 
plasminógeno (PAI-1) (figura 18A). Estos resultados muestran que a nivel renal CTGF únicamente es 
capaz de iniciar una respuesta fibrótica transitoria a nivel génico, que no se traduce a nivel proteico 
(figura 14).  
Además de los fibroblastos residentes, otra fuente de miofibroblastos son células de diversos 
orígenes (células túbuloepiteliales, endoteliales, derivadas de médula ósea o pericitos) que, por 
transición epitelio (o endotelio) mesenquimal (TEM), se transforman en fibroblastos. Estás células 
transdiferenciadas pierden sus características y comienzan a expresar marcadores mesenquimales como 
Vimentina o la proteína específica de fibroblastos 1 (FSP-1). En la activación de este proceso están 
implicados varios factores, siendo el más caracterizado el factor de transcripción Snail (Liu Y 2010). En los 
riñones de ratones tratados con CTGF evaluamos la expresión de estos marcadores y observamos una 
activación de todos ellos a los 5 días, que se mantenía en el tiempo en el caso de FSP-1 y Snail, pero no 
en el de Vimentina (Figura 18B). Estos resultados muestran que CTGF podría estar modulando algunos de 
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FIGURA 17. CTGF no aumentó la expresión de TGF-β el riñón. Los ratones C57BL/6 fueron inyectados con CTGF y 
sacrificados a los días 5, 10 o 15. En las muestras renales de ratones control y tratados con CTGF evaluamos los 
niveles de expresión génica por PCR a tiempo real (A) y los niveles de proteína por ELISA (B) de TGF-β. Los datos se 











1.4. CARACTERIZACIÓN DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA INDUCIDA POR CTGF EN EL RIÑÓN. 
1.4.1. EVALUACIÓN DE CITOQUINAS CARACTERÍSTICAS DE LAS RESPUESTAS INFLAMATORIAS 
TH1, TH2 Y TH17. 
Una vez determinada la presencia de células inflamatorias, y debido a la importancia de las células T 
efectoras (Th) en la respuesta inmune quisimos evaluar que subtipo linfocitario Th estaba implicado en la 
respuesta mediada por CTGF a largo plazo. Para ello analizamos los niveles renales de las citoquinas 
claves en las tres respuestas: IFN-γ e IL-4, citoquinas claves de las respuestas Th1 y Th2, respectivamente, 
e IL-17A la citoquina efectora de la respuesta Th17. Mediante ELISA determinamos que la expresión 
renal de IL-17A aumentaba significativamente en los ratones inyectados con CTGF respecto a los 
controles, con un pico máximo a 10 días. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en los 































































FIGURA 18. La administración sistémica de CTGF en ratones indujo una activación transitoria de genes pro-
fibróticos (A) y relacionados con TEM (B). Los ratones C57BL/6 fueron inyectados con CTGF y sacrificados a los 
días 5, 10 o 15. El ARNm fue extraído de muestras de tejido renal y analizado por PCR a tiempo real. La figura 
muestra la expresión génica de varios factores profibróticos (A) y relacionados con TEM (B). Los datos se expresan 








Por PCR confirmamos que en los ratones tratados con CTGF se producía un aumento significativo de 
los niveles de ARNm de IL-17A a todos los tiempos estudiados comparados con los controles (figura 20A). 
En los animales tratados con CTGF a 10 días, donde se había observado un nivel máximo de producción 
renal de IL-17A, realizamos estudios más exhaustivos para confirmar la activación de la respuesta Th17. 
Mediante western blot se confirmó el aumento de los niveles proteicos de IL-17A en el riñón causado por 
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FIGURA 19. Los niveles de IL-17A, la 
citoquina clave de la respuesta Th17, 
aumentaron en el riñón de ratones 
tratados con CTGF. Mediante ELISA 
analizamos los niveles de proteínas 
renales de los ratones inyectados con 
CTGF a los días 5, 10 y 15 y de los 
ratones control. La figura muestra los 
niveles de IFN-γ, IL-4 e IL-17 
expresados como media ± EEM de 5 a 
10 animales por grupo normalizados 
frente al control. * p <0.05 vs. control. 
FIGURA 20. CTGF aumentó los niveles renales de IL-17A a los 10 días. La figura A muestra la expresión génica renal 
de IL-17A evaluada por PCR a tiempo real. B. Los niveles proteicos de IL-17A  se valoraron por WB. La figura  
muestra en la parte inferior un  gel representativo y en la parte superior el análisis densitométrico. Como control de 
carga se empleó GAPDH. Los resultados se normalizaron frente al control y se expresan como media ± EEM de 6 




Para determinar la localización de las células que expresaban IL-17A realizamos estudios 
inmunohistoquímicos en secciones renales. En los ratones tratados con CTGF a 10 días observamos una 
tinción positiva frente a IL-17A en la zona intersticial y en algunas áreas glomerulares, mientras que no se 
observó tinción en los animales control (figura 21A). Para investigar la presencia de células Th17 
realizamos una doble inmunotinción para localizar linfocitos Th (CD4+) productores de IL-17A. La 
administración de CTGF indujo la presencia de células con tinción doble positiva (CD4/IL17A), que se 
corresponderían con células Th17 en el glomérulo y el área intersticial (figura 21B). Además, en el túbulo, 
observamos células positivas únicamente para IL-17A (CD4-) que correspondían con células 
túbuloepiteliales (figura 21B). Lo que indica que, en el riñón, además de las células Th17, existen otras 






















FIGURA 21. La administración de CTGF in vivo indujo la presencia de células Th17 en el riñón. Mediante 
inmunohistoquímica determinamos la presencia de células IL-17A+. La figura A muestra una imagen representativa 
de una sección renal de un ratón control y uno tratado con CTGF a 10 días (400x). Las flechas indican las células 
con tinción positiva para IL-17A. Mediante inmunofluorescencia determinamos la presencia células doble positivas 
(CD4+ (rojo) IL17+ (verde)) que corresponderían con linfocitos Th17. La figura B muestra una imagen representativa 
del análisis confocal (600x) donde se observa la presencia de células dobles positivas en los glomérulos y en áreas 







1.4.2. CTGF ACTIVA FACTORES  RELACIONADOS CON LA RESPUESTA TH17 EN EL RIÑÓN. 
La diferenciación de las células Th17 está regulada por la citoquina IL-6 (Das J 2009) y por la 
activación de los factores de transcripción RORγt y STAT-3 (Ivanov II 2006, Chaudhry A 2009). En los ratones 
tratados con CTGF los niveles renales de IL-6, determinados por ELISA, y de RORγt, analizados mediante 
WB, estaban aumentados significativamente a todos los tiempos comparados con los controles (figura 22 
A y B). En estos ratones los niveles de STAT-3 fosforilado estaban significativamente elevados a los 10 y 
15 días indicando una activación de STAT-3 en respuesta al tratamiento con CTGF (Figura 22C). Estos 
resultados demuestra que CTGF activa, localmente, mecanismos moleculares que inducen la 




















































FIGURA 22. CTGF activó factores relacionados 
con la respuesta Th17 en el riñón. En los 
riñones de ratones tratados con CTGF 
evaluamos los niveles de síntesis proteica de IL-6 
por ELISA (A). Mediante WB se determinaron los 
niveles renales de RORγt (B) y STAT-3 activado 
(p-STAT-3) (C). Las figuras B y C muestran en la 
parte inferior el análisis densitométrico 
correspondiente a todos los tiempos analizados 
y en la parte superior un gel representativo de 
los valores a 10 días. Los datos se expresan 
como la media ± EEM de 5 a 10 animales por 





1.4.3. CTGF NO INDUCE ACTIVACIÓN RENAL DE FACTORES RELACIONADOS CON LA RESPUESTA 
Treg. 
Debido a la estrecha relación entre la respuesta Th17 y la respuesta Treg (Bettelli E 2006, Mangan 
2006, Weaver CT 2009, Mucida D 2007, Zhou L 2008) quisimos evaluar los niveles de factores relacionados 
con la respuesta Treg. Las células Treg se caracterizan por expresar el factor de transcripción Foxp3 
(Huehn J 2004, Sakaguchi S 2005, Fontenot JD 2005) y la citoquina IL-10 (Sakaguchi S 2006). A nivel renal, los 
ratones tratados con CTGF no presentaron un aumento significativo de Foxp3 a ninguno de los tiempos 
estudiados (figura 23A). Los niveles proteicos de IL-10 en el riñón aumentaron de forma significativa a 5 
días y regresaron a los niveles basales a partir del día 10 (figura 23B). Estos datos coinciden con los 
resultados descritos en el apartado 1.3 de esta sección; donde no se observaba aumento de TGF-β1, un 







1.5. EL BLOQUEO DE IL-17A INHIBE LA RESPUESTA INFLAMATORIA INDUCIDA POR CTGF EN EL 
RIÑÓN.  
Para investigar si la respuesta Th 17 era la responsable de la inflamación renal a largo plazo causada 
por CTGF bloqueamos esta respuesta mediante el empleo de un anticuerpo neutralizante de IL-17A, la 
citoquina efectora de la respuesta Th17. El diseño del modelo se realizó según se detalla en el apartado 
(1.1.1) de materiales y métodos. Brevemente, los ratones fueron tratados con un anticuerpo frente a IL-
17A 24 horas antes de la administración de CTGF y posteriormente cada 72 horas hasta su sacrificio a 10 
días, por ser el tiempo donde se había observado un nivel máximo de producción renal de IL-17A. Como 























FIGURA 23. CTGF no activa los factores relacionados con la respuesta Treg en el riñón. Los niveles proteicos de 
Foxp 3 se determinaron por western blot (A) y los de IL-10 por ELISA. La figura A muestra en la parte inferior un 
gel representativo y en la parte superior el correspondiente análisis densitométrico. La figura B muestra los 
niveles de síntesis proteica de IL-10. Los resultados se normalizaron frente al control y se expresan como valor de 






anticuerpo. El bloqueo de IL-17A redujo la respuesta inflamatoria inducida por CTGF, como se observó 
por una disminución del infiltrado inflamatorio renal de macrófagos y linfocitos (figura 24 A y B) y por 
una reducción en la expresión renal de quimioquinas proinflamatorias (figura 24C). Esto datos 
demuestran la implicación de la respuesta Th17, y de su citoquina efectora IL-17A en el daño renal 
mediado por CTGF. 
 
 


































































































































C FIGURA 24. El bloqueo de la IL-17A inhibió la respuesta 
inflamatoria renal inducida por CTGF. Los ratones 
fueron tratados con un anticuerpo neutralizante de IL-
17A o una IgG control 24 horas antes de la inyección de 
CTGF y posteriormente cada 72 horas hasta el sacrificio 
a los 10 días. La neutralización de IL-17A disminuyó 
significativamente el infiltrado de células inflamatorias 
en los ratones tratados con CTGF. La figura A muestra la 
cuantificación de las células F4/80+, CD3+ o CD4+ 
expresada como tinción positiva frente a la superficie 
total y normalizada frente al control. La figura B 
muestra una inmunohistoquímica representativa de 
cada grupo (200x). El bloqueo de IL-17A inhibió la 
expresión de citoquinas proinflamatorias inducidas por 
CTGF. La figura C muestra los niveles de expresión 
génica de varias citoquinas expresados como media± 
EEM de la cuantificación normalizada respecto al control. 




1.6. EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN SISTÉMICA DE CTGF AORTA.  
Existen diversos mecanismos que afectan al sistema renal y al cardiovascular. La expresión de CTGF 
se encuentra aumentada tanto en patología renal como en múltiples patologías vasculares. Además, en 
los últimos años también se ha descrito la participación de IL-17A en varios modelos experimentales de 
daño vascular. Uno de los objetivos de esta tesis ha sido determinar el papel de CTGF en la respuesta 
inflamatoria en aorta y en particular con la respuesta mediada por IL-17A.  
 
1.6.1. CTGF INDUCE UNA RESPUESTA INFLAMATORIA TH17 EN AORTA. 
En tejido obtenido de muestras de aorta, los niveles de IL-17A estaban significativamente elevados 
en los ratones tratados con CTGF, a todos los tiempos de estudiados comparados con los controles 
(figura 25). El análisis inmunohistoquímico de aorta de ratones tratados con CTGF reveló células con una 
tinción positivas para IL-17A, que se correspondían con CMLVs, mientras que los controles presentaban 




















Control CTGF 10 días
IL-17 A  
B
FIGURA 25. La administración sistémica de CTGF en ratones aumentó los niveles de IL-17A en aorta. En las aortas 
de ratones tratados con CTGF (2.5ng/gr peso de ratón) sacrificados a 5, 10 y 15 días se determinó la presencia de IL-
17A. La figura A muestra la cuantificación como la media como ± EEM de 5 animales por grupo. * p<0.05 vs. control. 
La figura B muestra una inmunotinción de secciones de aorta donde se observa tinción positiva para IL-17A de 






En las muestras de aorta analizamos la presencia de marcadores inflamatorios. En los ratones 
tratados con CTGF  observamos un aumento significativo de la expresión génica de MCP-1 y RANTES y de 






1.6.2. CTGF NO INDUCE UNA RESPUESTA FIBRÓTICA AÓRTICA. 
De forma análoga a lo que ocurría a nivel renal, no se observó aumento de TGFβ-1 (Figura27A) ni 

































































Control CTGF 5 días
CTGF 10 días CTGF 15 días
A B
FIGURA 26. CTGF aumentó la expresión de quimioquinas proinflamatorias En las muestras aorta de ratones 
tratados con CTGF evaluamos los niveles de expresión génica de MCP-1 y RANTES por PCR en tiempo real (A) y los 
niveles de proteína de IL-6 y TGF-β por ELISA (B). Los datos se expresan como la media ± EEM de 5 a 10 animales 




FIGURA 27. La administración de CTGF no indujo 
fibrosis en aorta. En las muestras aorta de ratones 
tratados con CTGF evaluamos los niveles de 
expresión génica  proteica de TGF-β1 por ELISA 
(A).  Los datos se expresan como la media ± EEM 
de 5 a 10 animales por grupo normalizados frente 
al control. * p <0.05 vs. Control. La presencia de 
depósitos de colágeno se evaluó por tinción de 
rojo sirio. La figura B muestra una micrografía 





1.7. EL BLOQUEO DE IL-17A INHIBE EL AUMENTO DE FACTORES PROINFLAMATORIOS INDUCIDOS 
POR CTGF EN AORTA.  
La inhibición de la respuesta Th17, mediante el bloqueo de su citoquina efectora, IL17A, con un 
anticuerpo neutralizante disminuyó los niveles de citoquinas inflamatorias inducidas con CTGF (figura 
28). Estos datos confirman participación de CTGF en la activación de la respuesta Th 17 no solo a nivel 






1.8. CTGF NO REGULA LA RESPUESTA TH17/TREG PERIFÉRICA.  
Por último, quisimos investigar si la administración de CTGF tenía un efecto sistémico, para ello 
evaluamos diferentes parámetros relacionados con la respuesta inflamatoria en sangre.  
Para evaluar la respuesta Th17 sistémica analizamos los niveles de IL-17A en plasma, mediante ELISA 
y observamos que no existían diferencias significativas entre de los ratones tratados con CTGF y los de 
los controles (figura 29 A). En el plasma de ratones tratados con CTGF y ratones control valoramos la 
presencia de células inflamatorias. Por citometría de flujo comprobamos que el porcentaje de linfocitos 
CD4+ (Th) y CD8+ (citotóxicos) era similar en ambos grupos (figura 29 B). Estos resultados muestran que 
CTGF no induce una expansión sistémica de las células Th17, lo que indicaría que la respuesta inducida 
por CTGF es de tipo local, con tejidos diana como el riñón y la aorta. Además de evaluar la respuesta 
Th17 quisimos determinar el efecto de CTGF en las células Treg. Mediante citometría de flujo evaluamos 
los niveles circulantes de CD4+/Foxp3+ (Treg) y observamos que CTGF tampoco era capaz de modificar 




















FIGURA 28. El bloqueo de IL-17A inhibió la expresión de citoquinas proinflamatorias inducidas por CTGF en 
aorta. Los ratones fueron tratados con un anticuerpo neutralizante de IL-17A o una IgG control 24 horas antes de 
la inyección de CTGF y posteriormente cada 72 horas hasta el sacrificio a los 10 días. La figura  muestra los niveles 
de expresión génica de MCP-1 y RANTES analizados por PCR a tiempo Real y expresados como la media± EEM de 















2. EFECTO DEL BLOQUEO DE TGF-β EN LA RESPUESTA CAUSADA POR CTGF. 
2.1. LA ADMINISTRACIÓN DE UN ANTICUERPO NEUTRALIZANTE DE TGF-β ACTIVO AUMENTA LA 
RESPUESTA INFLAMATORIA INDUCIDA POR CTGF EN RIÑÓN Y AORTA.  
Aunque existen numerosos estudios que describen a CTGF como un mediador o coactivador de la 
respuesta fibrótica inducida por TGF-β (Grotendorst, 1997, Mori T 1999, Ruiz-Ortega M 2002 y 2007, Rodriguez-
Vita J 2008), no existen apenas datos sobre el efecto directo de CTGF en la expresión-regulación de TGF-β. 
Además nuestro grupo ha descrito que existen otros factores como Ang II capaces de activar CTGF 
independiente de TGF-β (Rodrigues Díez R 2010, Sánchez-López E 2009b).  
En los apartados 1.3 y 1.6 de resultados se muestra que la inyección de CTGF en ratones no induce 
un aumento sostenido de la expresión génica de TGF-β1 ni la síntesis de TGF-β activo a nivel renal o 
vascular (figuras 17 y 26). Para profundizar en la relación entre CTGF/TGF-β en la progresión del daño 
tisular hemos investigado el efecto del bloqueo de TGF-β en la respuesta inducida por CTGF. El modelo 
experimental se realizó como se detalla en métodos (1.1.1). La inhibición de TGF-β activo aumentó la 
repuesta inflamatoria renal inducida por CTGF, incrementando de forma significativa el número de 
macrófagos (F4/80+) por encima de los valores inducidos por CTGF (figura 30 A y B) y no redujo los 
niveles de linfocitos en el riñón en los ratones tratados con CTGF. Además, el bloqueo de TGF-β aumentó 
significativamente los niveles génicos de las quimioquinas proinflamatorias MCP-1 y RANTES respecto de 

























































































FIGURA 29. CTGF no reguló la respuestas Th17/Treg en sangre. La administración de CTGF no afectó a los niveles 
de IL-17A sistémica. La figura A muestra la cuantificación de los niveles de IL-17A analizados por ELISA y 
expresados como media± EEM en pg/ml de plasma de 10 animales por grupo. CTGF no modifica el porcentaje de 
linfocitos Th (CD4+), T citotóxicos (CD8+) o Treg en sangre. La figura B muestra la cuantificación, por citometría de 
flujo, expresado como % de linfocitos CD4+ o CD8+ frente al número de linfocitos totales (CD3+). La figura C 
muestra la cuantificación del % de linfocitos CD4+ Foxp3+ (Treg) frente al número de linfocitos  CD4+ totales. Los 
resultados se expresan como media ± EEM de 10 animales por grupo. En ninguno de los casos se observan 














































































































































FIGURA 30. El bloqueo de TGF-β aumentó la respuesta inflamatoria inducida por CTGF. Los ratones fueron 
tratados con un anticuerpo anti-TGF-β o una IgG control 24 horas antes de la inyección de CTGF y posteriormente 
cada 72 horas hasta el sacrificio a los 10 días. La neutralización de TGF-β aumentó significativamente el infiltrado 
de macrófagos (F4/80+). La figura A muestra la cuantificación de las células F4/80+, CD3+ o CD4+ expresada como 
tinción positiva frente a la superficie total y normalizada frente al control. Los resultados se representan como la 
media ± EEM de 5 a 10 animales por grupo. La figura B muestra una inmunohistoquímica representantiva de cada 
grupo. (200x). El bloqueo de TGF-β aumentó la expresión de citoquinas proinflamatorias inducidas por CTGF en 
riñón y aorta. La figura muestra los niveles de ARNm renal (C) y aórtico (D) de MCP-1 y RANTES expresados como 







2.2. LA INHIBICIÓN DE TGF-β DISMINUYE EL NÚMERO DE CÉLULAS TREG Y AUMENTA EL NÚMERO 
DE LINFOCITOS T CITOTÓXICOS CIRCULANTES. 
Se ha descrito que TGF-β actúa como factor antiinflamatorio ya que está implicado en la 
diferenciación de células Treg a través de la activación de Foxp3 (Zheng SG 2002, Chen W 2003). Nuestro 
siguiente objetivo fue evaluar si el efecto del bloqueo de TGF-β sobre la respuesta inflamatoria podría 
deberse a una desregulación de las células Treg. Mediante citometría de flujo analizamos el número de 
células circulantes en el plasma de ratones. El tratamiento con el anticuerpo neutralizante de TGF-β 
disminuyó significativamente el porcentaje de células Treg (CD4+Foxp3+) en los ratones tratados con 
CTGF (figura 31A). Sin embargo, a nivel local la neutralización con TGF-β no modificó los niveles proteicos 
de Foxp3 (figura 31B) ni de IL-17A en el riñón. Además, la inhibición de TGF-β aumentó el número de 




























































































FIGURA 31. Efecto del bloqueo de TGF β en los ratones tratados con CTGF. El bloqueo de TGF β  disminuyó el 
porcentaje de células Treg en sangre. La figura A muestra la cuantificación, por citometría de flujo, del número 
de células Treg (CD4+/Foxp3+) en plasma expresada como % de células CD4+/Foxp3+ frente al número de CD4+ 
totales. El bloqueo de TGF β  no modificó los niveles renales de Foxp3. En muestras renales cuantificamos los 
niveles de Foxp3 mediante WB. La imagen B muestra en la parte superior un gel representativo y en el panel 
inferior el análisis densitométrico con los valores expresados como media± EEM de los valores normalizados 
frente al grupo control. *p <0.05 vs. control. #p<0.05 vs. CTGF-IgG. 
 
FIGURA 32. El bloqueo de TGF-β  aumentó el número 
de linfocitos T citotóxicos. Por citometría de flujo se 
cuantificó el número de células  CD8+ en  plasma. La 
figura A muestra la cuantificación expresada como el % 
de linfocitos CD8+ frente al número de linfocitos  CD3+ 
totales de 5-10 animales por grupo*p <0.05 vs. control, 





3. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE IL-17A EN OTROS MODELOS EXPERIMENTALES DE DAÑO 
RENAL. 
La mayoría de los datos sobre los efectos de IL-17A a nivel renal se han realizado en modelos 
experimentales de glomerulonefritis autoinmune (Turner E 2010). Uno de los objetos de esta tesis ha sido 
evaluar la presencia de IL-17A en modelos de daño renal no asociados a procesos autoinmunes, 
estudiando para ello los modelos experimentales de infusión de Angiotensina II, ratas espontáneamente 
hipertensas (SHR) y nefropatía diabética inducida por estreptozotocina; ya que estos modelos 
reproducen las situaciones patologías humanas principales causantes de ERC (la diabetes, hipertensión 
arterial y activación del sistema renina angiotensina) (Mezzano SA 2005). Los modelos se realizaron como 
se detallan en el correspondiente apartado de métodos (1.2.1, 1.2.1, y 1.2.3). A los tiempos estudiados 
todos esto modelos se caracterizan por daño renal e infiltrado inflamatorio como se ha descrito 
previamente por nuestro grupo y otros autores (Ruiz Ortega M 2006, Carvajal G 2008) El análisis de los 
niveles de IL-17A en tejido renal mediante ELISA mostro que todos los modelos de daño renal analizados 
presentaban niveles signifcativamente elevados de IL-17A comparados con los controles (figura 34). 
Debido al alto coste de los anticuerpos neutralizantes de IL-17A ha resultado imposible realizar 





4. EFECTO DEL BLOQUEO DE LA RESPUESTA TH17 EN EL MODELO DE DAÑO RENAL POR 
OBSTRUCCIÓN UNILATERAL DEL URETER.  
El modelo de UUO en ratón, es un modelo bien caracterizado que destaca por la presencia de 
infiltrado inflamatorio en la zona intersticial, que aparece a los 2 días, y desarrollo de fibrosis a partir del 
cuarto día. Además, este modelo genera estrés oxidativo, provoca apoptosis de las células tubulares y 
activación de diferentes vías de señalización, incluidas la vía de NF-κB (Esteban V 2004).  
Un estudio previo ha demostrado la presencia de células Th17 en el riñón tras la obstrucción del 
















FIGURA 34.  Evaluación de los niveles de IL-
17A en modelos experimentales no inmunes 
de daño renal. En riñones de rata sometidos 
a daño renal experimental (infusión de Ang II, 
diabetes, hipertensión) se evaluaron los 
niveles de IL-17A por ELISA. La figura muestra 
la cuantificación los niveles renales de IL-17A  
(6 animales por grupo) expresados como 
media± EEM de los valores normalizados 






se desconoce. En este modelo realizamos un protocolo de neutralización  de IL-17A según se detalla en el 
apartado (1.3) de material y métodos. 24 horas antes de la cirugía se administró a los ratones, vía 
intraperitoneal, un anticuerpo neutralizante de IL-17A o una IgG a modo de control. Los ratones se 
sacrificaron a los 3 días posteriores al UUO.  
La valoración del infiltrado inflamatorio intersticial en los riñones obstruidos mostró que los ratones 
tratados con el anticuerpo frente a IL-17A presentaban un menor número de macrófagos que los 
tratados con la IgG control (figura 35A). El bloqueo de IL-17A disminuyó la expresión génica de MCP-1 
(figura 35B) y los niveles de expresión génica y proteica de RANTES en los riñones obstruidos comparado 
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FIGURA 35. El bloqueo de IL-17A inhibe la respuesta inflamatoria en el riñón obstruido de ratón. Los ratones se 
trataron con un anticuerpo neutralizante de IL-17A o su correspondiente IgG control 24 horas antes del UUO y se 
sacrificaron a los 3 días (n= 5 animales por grupo). La neutralización de IL-17A disminuyó significativamente el 
infiltrado de células inflamatorias en los ratones con UUO. La figura A muestra una inmunohistoquímica de 
macrófagos (F4/80+) representativa de un riñón contralateral y un obstruido de cada grupo (200x). El bloqueo de 
IL-17A inhibió la expresión de citoquinas proinflamatorias inducidas por UUO La figura B muestra los niveles de 
expresión génica de MCP-1 y RANTES determinada por PCR y la figura  C los niveles proteicos de RANTES 
determinados por ELISA. Los resultados se muestran como media± EEM de la cuantificación normalizada respecto al 




5.  ESTUDIO PRELIMINAR DE LA RESPUESTA TH17 EN PACIENTES CON NEFROPATÍA 
DIABÉTICA 
En pacientes con nefritis lúpica y glomerulonefritis asociada a ANCA se ha descrito la presencia de IL-
17A en riñón (Crispin JC 2008, Velden J 2012), sin embargo no hay datos en nefropatías humanas de origen 
no inmune. Una de las principales causas de ERC es la diabetes (Mezzano SA 2005) por lo que nuestro 
siguiente objetivo ha sido determinar la existencia de una activación local de la respuesta Th17 en la 
nefropatía diabética humana. En biopsias renales de pacientes con nefropatía diabética observamos una 
















Paciente 1 Nefropatía Diabética 
Paciente 3 Nefropatía Diabética Paciente 2 Nefropatía Diabética 




FIGURA 33.  Presencia de células IL-17A positivas en biopsias renales de pacientes con nefropatía diabética. La 
figura en el panel derecho una micrografías representativa de varios pacientes con nefropatía diabética, de 6 







6. PAPEL DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA TH17 EN EL PERITONEO. 
6.1. ESTUDIO DE LA RESPUESTA TH17 EN PACIENTES EN DIÁLISIS PERITONEAL 
6.1.1. PRESENCIA DE CÉLULAS IL-17A POSITIVAS EN BIOPSIAS PERITONEALES. 
En pacientes sometidos a diálisis peritoneal (DP) se ha descrito la existencia de una inflamación 
crónica y un desequilibrio del balance Th1/Th2, pero no hay datos acerca de la respuesta Th17 
(Zamauskaite A 1999, Libetta C 2011, Roberts GW 2009). El objetivo de esta tesis ha sido evaluar el estado de 
la respuesta Th17, en concreto los niveles de IL-17A en biopsias peritoneales y en el efluente de 
pacientes en diálisis peritoneal. 
En las biopsias peritoneales de pacientes en DP observamos un elevado infiltrado inflamatorio, 
caracterizado por la presencia de células inflamatorias de tipo macrófago (CD68+), linfocitos T (CD3+) y 
linfocitos Th (CD4+) (figura 36A). Estos pacientes presentaban además un elevado número de células IL-
17A+ (figura 36 A y B), mientras que en biopsias de donantes sin daño en el peritoneo se observaba una 
tinción negativa (figura 36 B). Además de linfocitos, también se observaron otras células positivas para 
IL-17A que correspondían por su morfología con mastocitos y granulocitos (figura 36 C), confirmando el 
hecho de que las células Th17 no son la única fuente de IL-17A (Miossec P 2009). En biopsias consecutivas 
del mismo paciente, obtenidas una en la etapa prediálisis y otra tres años después, se observó que la 
muestra prediálisis mostraba una tinción negativa para IL-17A y la aparición de células IL-17A positivas 
en la muestra tomada tras la diálisis (figura 36 D). Esta presencia de células IL-17A positivas estaba 


















6.1.2. LOS PACIENTES EN DIÁLISIS PERITONEAL PRESENTA NIVELES ELEVADOS DE IL-17A EN EL 
EFLUENTE. 
La exposición de la membrana peritoneal a LD induce la migración de células inflamatorias a la 
cavidad peritoneal. Estas células pueden ser obtenidas por lavado peritoneal y son representativos de los 
procesos inflamatorios que suceden en el peritoneo (Aroeria LS 2007). En el efluente peritoneal obtenido 
de pacientes en DP analizamos, mediante ELISA, la presencia de IL-17A. Los pacientes se dividieron en 3 
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FIGURA 36.  Presencia de células IL-17A positivas en biopsias peritoneales. En biopsias de pacientes en DP se 
valoró el infiltrado inflamatorio y el número de células IL-17A+. La figura A muestra distintas micrografías de un 
paciente con peritonitis esclerosante donde se observó un elevado infiltrado de macrófagos (CD68+) linfocitos 
(CD3+  y CD4+) y células IL-17A+. La figura B muestra un ejemplo representativo de un paciente con peritonitis en el 
panel derecho y un control sin daño peritoneal en el izquierdo (100x). La figura C muestra dos micrografías en 
detalle de un paciente en DP donde se observaron células IL-17A+ con distinta morfología, las flechas indican cada 
tipo celular (600x). La figura D muestra dos biopsias del mismo paciente tomadas prediálisis (izquierda) y tras tres 








grupos dependiendo del tiempo que llevaran sometidos a diálisis peritoneal: grupo 1, pacientes que 
llevaban menos de un año en diálisis (<1), grupo 2 pacientes entre 1 y 3 años y grupo 3 pacientes con 
más de 3 años. En el efluente peritoneal de varios pacientes se detectó la presencia de IL-17A, 
apreciándose un mayor porcentaje de individuos positivos para IL17A en el grupo que llevaba más de 3 
años en DP (figura 37A). También se observó una correlación entre los niveles de IL-17A con el tiempo de 







6.2. ESTUDIO DE LA RESPUESTA TH17 EN EL MODELO EXPERIMENTAL DE DAÑO PERITONEAL 
CAUSADO POR EXPOSICIÓN REITERADA A LÍQUIDO DE DIÁLISIS.  
Nuestro objetivo ha sido estudiar la implicación de la respuesta Th17 en el daño causado en la 
membrana peritoneal  por el proceso de diálisis peritoneal, utilizando para ello un modelo experimental 
murino de daño por exposición reiterada a líquido de diálisis (LD) (como se describe en métodos 1.4) que 
reproduce la situación en humanos. Como controles se utilizaron ratones operados (con catéter) pero no 
tratados con LD. 
 
6.2.1. CARACTERIZACIÓN DEL PROCESO INFLAMATORIO EN EL PERITONEO DAÑADO DE RATÓN. 
Previamente se ha demostrado que tras 4 semanas de instilación diaria con LD el peritoneo murino 
presenta una serie de alteraciones morfológicas, caracterizadas por un aumento de grosor de la 
membrana peritoneal, angiogénesis en la zona submesotelial, y alteración de la función normal del 
peritoneo (González-Mateo GT 2009). En esta tesis se ha observado que a los 7 días estas alteraciones ya 
comienzan a producirse. Mediante análisis histológico de secciones peritoneales observamos un 
aumento significativo en el grosor de la membrana peritoneal, comparado con los ratones sin tratar, que 
























FIGURA 37. Los pacientes en DP presentan un aumento significativo de  IL-17A en el efluente en función del 
tiempo de diálisis. En el efluente de pacientes en diálisis analizamos la concentración de IL-17A por ELISA. Los 
pacientes se dividieron en 3 grupos en función del tiempo de diálisis. La figura A muestra el número de pacientes 
(en %) que presentaban IL-17A en el efluente. La Figura B muestra la cuantificación de los niveles de IL-17A en 







La administración diaria de LD generó una respuesta inflamatoria en el peritoneo, observada desde 
los 7 días de exposición que se mantuvo hasta los 30 días, caracterizada por la aparición de células 
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 FIGURA 38. La exposición a líquido de diálisis indujo 
un engrosamiento en la membrana peritoneal en el 
modelo experimental murino. Tras la colocación del 
catéter, los ratones C57BL/6 fueron instilados 
diariamente con líquido de diálisis (LD) (2000 
μl/ratón/día) durante 7, 15 y 30 días. La morfología del 
peritoneo y el grado de grosor de la membrana se 
determinó mediante tinción tricrómica de Masson. La 
figura muestra en el panel superior una micrografía 
representativa de 1 animal de cada grupo (200x). En el 
panel inferior los valores del grosor de la membrana 
peritoneal (en µm) expresados como media ± EEM de 6 
ratones por grupo. *p<0.05 vs. control. 
FIGURA 39.  La exposición a líquido de diálisis aumentó el infiltrado inflamatorio en la zona submesotelial en 
el modelo de daño peritoneal.  La imagen muestra una imagen de microscopía confocal representativa de un 
animal de cada grupo de 6 ratones estudiados. Los ratones instilados con líquido de diálisis presentaron tinción 
positiva para monocitos macrófagos (F4/80+), linfocitos T (CD3+) y linfocitos Th (CD4+) (200x) mientras que los 







También se observó una sobreproducción de quimioquinas inflamatorias (MCP-1 y RANTES) (Figura 
40A) y un aumento en los niveles génicos de la molécula de adhesión ICAM-1 entre los ratones instilados 








6.2.2. LA EXPOSICIÓN CRÓNICA A LÍQUIDO DE DIÁLISIS INDUCE UN AUMENTO DE LA 
PRODUCCIÓN LOCAL DE IL-17A. 
Tras comprobar que existía un proceso inflamatorio quisimos evaluar que tipo de respuesta inmune 
podría estar implicada, para ello analizamos las citoquinas claves de las respuestas Th1, Th2 y Th17. En 
los peritoneos de los ratones tratados con LD durante 7 días únicamente observamos un aumento 
significativo en los niveles de IL-17A pero no de IFN-γ e IL-4 comparados con los controles. La 
sobreexpresión de IL-17A en el peritoneo se confirmó por PCR, observando niveles elevados de ARNm de 
IL-17A a 7 y 30 días. Dado que la IL-17A se produce fundamentalmente por linfocitos T activados (CD4+), 
células Th17 (Harrington LE 2005), realizamos una doble tinción inmunohistoquímica y observamos células 
infiltrantes doble positivas para CD4 e IL-17A en el peritoneo expuesto a LD (figura 41).  
Estos datos confirman que la instilación con líquido de diálisis induce la presencia de linfocitos 
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FIGURA 40.  Aumento de la expresión de quimioquinas 
proinflamatorias y moléculas de adhesión en ratones 
expuestos  a líquido de diálisis. En el tejido peritoneal 
homogeneizado  de los ratones tratados con líquido de 
diálisis durante 7 días evaluamos los niveles proteicos de  
MCP-1 y RANTES mediante Western blot (A) y los niveles de 
expresión génica de ICAM-1,  RANTES y MCP-1, por PCR en 
tiempo real (B). La figura A muestra, en el panel superior los 
datos de la  cuantificación densitométrica expresados  como 
la media ± EEM y en el panel inferior un WB representativo.  
La figura B muestra la cuantificación de los datos de PCRs 
expresados  como la media ± EEM de 6 animales por grupo 
































































































FIGURA 41. La exposición crónica a líquido de diálisis indujo expresión de IL-17A en el peritoneo. Evaluamos los 
niveles de las citoquinas clave en la respuesta Th1, Th2 y Th17 (IFN-γ, IL-4 e IL-17 respectivamente) por ELISA. La 
Figura A muestra la cuantificación de los niveles proteicos de IFN-γ, IL-4 e IL-17 expresados como la media ± EEM de 6 
a 9 animales por grupo normalizados frente al control. La figura B muestra los niveles de expresión génica de IL-17A 
determinados por PCR a tiempo real y expresados como media ± EEM de 6 a 9 animales por grupo. * p <0.05 vs. 
control. La exposición a líquido de diálisis induce el infiltrado submesotelial de células Th17. La figura C muestra la 





) en la zona submesotelial de ratones tratados con LD, mientras que no se observa en los 










En líquido obtenido por lavado de la cavidad peritoneal se determinaron los niveles de IL-17A 
mediante ELISA. En los ratones que fueron instilados con LD se observó un aumento de IL-17A tanto a 
7 como a 30 días, en comparación con los controles (figura 42). Mediante una correlación de Spearman, 
determinamos que los valores de IL-17A se correlacionaban significativamente y de forma positiva con el 
aumento de grosor en la membrana peritoneal (figura 42). Estos datos sugieren que IL-17A podría estar 







6.2.3. ACTIVACIÓN DE CITOQUINAS Y FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN RELACIONADOS CON LA 
RESPUESTA TH17 EN EL PERITONEO DAÑADO.  
IL-6 es la citoquinas clave en la activación de la respuesta Th17. Dependiendo de contexto celular, 
TGF-β actúa inhibiendo la activación de las respuestas Th1/Th2 y potenciando la Th17 (Bettelli E 2006 
Mangan PR 2006; Veldhoen M 2006). En el peritoneo de ratones infundidos con líquido de diálisis hemos 
evaluado los niveles génicos de IL-6 y TGF-β observando un aumento significativo en su expresión 
comparados con los controles (figura 43A). También hemos evaluado los niveles tisulares de los factores 
de transcripción claves para la diferenciación de la respuesta Th17 (RORγt y STAT). El análisis por WB 
muestra un aumento significativo en los niveles tisulares tanto de RORγt como de STAT-3 fosforilado en 
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FIGURA 42. La exposición a líquido de diálisis aumentó de forma significativa los niveles  IL-17A en la cavidad 
intraperitoneal. En el líquido intraperitoneal analizamos la concentración de IL-17A por ELISA. La Figura A 
muestra la cuantificación de los niveles de IL-17A en pg/ml  expresados como la media ± EEM de 6-9 animales  
por grupo. *p<0.05 vs. control.  Los niveles de IL-17A se correlacionaban con el grosor de la membrana. La 













6.3. LA INHIBICIÓN DE IL-17A DISMINUYE EL INFILTRADO INFLAMATORIO PERITONEAL CAUSADO 
POR EXPOSICIÓN A LÍQUIDO DE DIÁLISIS.  
Para demostrar la participación de la respuesta Th17 en el daño causado por exposición reiterada a 
líquido de diálisis, inhibimos la citoquina efectora de la respuesta, IL-17A, con un anticuerpo 
neutralizante según se detalla en el apartado 1.4.1 de métodos. El anticuerpo bloqueante del IL-17A fue 
administrado un día antes de empezar la diálisis y después cada 3 días hasta el sacrificio. Como control se 
utilizaron ratones instilados con LD y tratados con una IgG control del mismo isotipo. En el peritoneo de 
los ratones instilados con LD la inhibición de IL-17A disminuyó el número de células inflamatorias 
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A B
FIGURA 43. La exposición a líquido de diálisis activa factores relacionados con la respuesta Th17 en el peritoneo. 
En el tejido peritoneal homogeneizado de los ratones tratados con LD a 7 días evaluamos  citoquinas (A) y factores 
de transcripción (B) relacionados con la respuesta Th17. La figura A muestra los niveles de expresión génica de IL-6 y 
TGF-β determinados por  PCR a tiempo real. La figura  B muestra en la parte superior el análisis densitométrico de 
los niveles peritoneales de RORγt y p-STAT-3 determinados por  WB y en la parte inferior un  gel representativo. 
Todos los datos se expresan como media ± EEM de 6-9 animales por grupo normalizados frente al control . * p <0.05 














7. ESTUDIO EXPERIMENTAL DEL EFECTO IN VIVO DE IL-17A EL PERITONEO DE RATÓN.  
Para profundizar en los efectos de IL-17A en el peritoneo el siguiente abordaje realizado en esta 
tesis consistió en investigar el efecto directo de está citoquina en el peritoneo en ratones sin daño 
peritoneal previo. Los ratones fueron tratados con una única inyección IL-17A (10ng/peso del ratón), vía 
intraperitoneal, con un volumen final 200µl que no produce daño por sobrecarga de volumen. La 
membrana peritoneal se estudió a los 10 días. Como control se utilizaron ratones inyectados con el 






























































































FIGURA 44. El bloqueo de la IL-17A disminuyó el infiltrado inflamatorio en la zona submesotelial inducido por la 
exposición a líquido de diálisis. La figura muestra en el panel de la izquierda la cuantificación de las células 
F4/80+, CD3+ o CD4+ expresada como tinción positiva frente a la superficie total y normalizada frente al control. 
Los resultados se representan como la media como ± EEM de 7-8 animales por grupo. * p<0.05 vs. IgG-control. En 




7.1. IL-17A IN VIVO CAUSA UNA RESPUESTA INFLAMATORIA EN EL PERITONEO. 
La administración de IL-17A aumentó el infiltrado de macrófagos y linfocitos en la zona 
submesotelial compacta (figura 45) e indujo la expresión de genes proinflamatorios, incluyendo 






























FIGURA 45. La administración intraperitoneal de IL-17A en ratones provocó un aumento del infiltrado 
inflamatorio y de la expresión de quimiocinas proinflamatorias en el peritoneo.  En secciones peritoneales de 
ratones inyectados con IL-17A se caracterizaron las células inflamatorias mediante tinción inmunohistoquimica con 
anticuerpos anti-F4/80 (específico para monocitos y macrófagos), anti-CD3 (marcador de linfocitos T) y anti-CD4 
(marcador de linfocitos Th).  La figura A muestra un ejemplo representativo de un animal control y uno  tratado con 
IL-17A  a  los 10 días (magnificación 200x). En los peritoneos de ratones tratados con IL-17A evaluamos los niveles 
de expresión génica  de MCP-1, RANTES  e ICAM-1 por PCR en tiempo real (B). Los datos se expresan como la media 
















7.2. IL-17A INDUCE FACTORES PROANGIOGÉNICOS Y PROFIBRÓTICOS EN EL PERITONEO. 
En los ratones inyectados con IL-17A no se observó un aumento significativo en el grosor de la 
membrana (no mostrado), pero si presentaron un aumento significativo en la expresión de genes 
profibróticos como TGF-β1, PAI-1, proteínas de matriz extracelular (fibronectina) y marcadores de 
fibroblastos activados (α-SMA) (figura 46). Además, la administración de IL-17A aumentó la expresión del 
factor proangiogénico VEGF en el peritoneo. Estos datos sugieren la participación local de IL-17A en la 







8. ESTUDIOS IN VITRO DE LA RESPUESTA DE IL-17A.  
Los resultados in vivo muestran el papel de IL-17A como mediador del proceso inflamatorio local en 
distintos tejido diana (riñón, aorta y peritoneo). Mediante estudios in vitro hemos evaluado si IL-17A es 
capaz de regular la expresión de diferentes mediadores proinflamatorios en distintos tipos celulares.  
8.1. EFECTO DE IL-17A EN CÉLULAS RENALES.  
En dos líneas de células renales murinas, una de células túbuloepiteliales (MCTs) y otra de 
fibroblastos renales (TFBs), y en una línea de células túbuloepiteliales humanas (HK2) hemos estudiado 
los efectos a nivel génico de la estimulación don IL-17A. La incubación con IL-17A recombinante humana 
(10ng/ml) durante 6 horas aumentó la expresión génica de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias y 
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FIGURA 46. La administración intraperitoneal de IL-17A en ratones aumentó la expresión de factores pro-
fibróticos y pro-angiogénicos en el peritoneo.  Los niveles de expresión génica  se evaluaron por PCR en tiempo 
real.  Los datos se expresan como la media ± EEM de 6 animales por grupo normalizados frente al control.  














8.2. EFECTO DE IL-17A EN CÉLULAS MESOTELIALES HUMANAS. 
En último lugar quisimos determinar el efecto in vitro de IL-17A en células mesoteliales humanas en 
cultivo para confirmar los efectos observados in vitro. Las células mesoteliales se obtuvieron a partir de 
un cultivo primario de pacientes sin patología abdominal según se describe en métodos. En células 
tratadas con IL-17A recombinante humana (10ng/ml) se observó un aumento significativo de la 


















































































FIGURA 47. IL-17A aumentó la expresión génica de factores proinflamatorios en células renales.  Estimulamos 
MCTs (A)  TFBs (B) y  HK2 (C) con IL-17A recombinante durante 6 horas y evaluamos los niveles de expresión génica  
por PCR en tiempo real.   Las gráficas muestran los datos normalizados de la cuantificación expresados como  
media ± EEM de 3-4 experimentos independientes. * p <0.05 vs. control. 
FIGURA 48. IL-17A aumentó la expresión génica de factores profibróticos y proinflamatorios en mesoteliales 
humanas (HOMCs). Estimulamos HOMCs con IL-17A durante 6 horas. Las gráficas muestran los datos 
normalizados de la cuantificación por PCR a tiempo real  expresados como  media ± EEM de 3-4 experimentos 







1. AMPLIACIÓN DE LA VISIÓN DE CTGF 
En diversas patologías humanas de tipo fibroproliferativo, como fibrosis pulmonar, cirrosis hepática, 
osteoartritis, aterosclerosis y numerosas patologías renales se ha descrito una sobreexpresión de CTGF 
asociada, temporal y espacialmente, con áreas fibróticas (Spagnoli A 2005; Blom IE 2002; Gupta S 2000, Cicha I 
2005, Leask A 2002; Yokoi H 2002; Rachfal AW 2005). Sin embargo, el papel de CTGF como mero marcador o 
como causa de fibrosis todavía no ha sido esclarecido. La hipótesis actual más aceptada es que CTGF actúa 
como mediador profibrótico de factores clásicos como TGF-β1 y Ang II.  
El uso de antagonistas de CTGF como ARNs antisentido, anticuerpos neutralizantes, ARN silenciadores 
o ribocimas cabeza de martillos (hammerhead) (Gao RP 2009) ha demostrado una gran efectividad en el 
bloqueo de señales profibrogénicas in vitro y ha dado resultados prometedores en la prevención de la 
fibrosis experimental (Sisco M 2008, Brigstock DR 2009, Ponticos M 2009, Wang Q 2011, Leask A 2009). Varios 
grupos de investigación, incluido el nuestro, han demostrado que el bloqueo de la expresión génica de 
CTGF mediante el uso de oligonucleótidos anti-sentido inhibie los efectos profibróticos de Ang II en células 
renales (tubulares y mesangiales) y vasculares en cultivo (Carvajal G 2008, Rodrigues-Díez R 2008, Rupérez M 
2007, Chen L 2007). En estudios in vivo el uso de oligonucleótidos anti-sentido frente a CTGF disminuyó la 
fibrosis túbulointersticial en un modelo de nefropatía obstructiva en ratas (Yokoi H 2004) y la progresión del 
daño en nefropatía diabética en ratón (Guha M 2007). El uso de ARN de interferencia frente a CTGF atenúo 
el remodelado vascular y los cambios en la adventicia observados en un modelo de angioplastia carotidea 
en ratas (Kundi R 2009) y el remodelado vasculo-pulmonar en un modelo de ratas expuestas al humo de 
cigarrillos (Wang Q 2011). Estudios en células en cultivo han demostrado que la estimulación con CTGF 
recombinante aumenta la producción de proteínas de matriz extracelular, la proliferación y migración de 
fibroblastos e induce transición epitelio-mesenquima en células epiteliales (Frazier K 1996, Moussad EE 2000, 
Yokoi H 2002, Blom IE 2002, Zhang C 2004). En esta tesis hemos descrito que la administración de CTGF 
recombinante en ratones C57BL/6 no produce cambios estructurales ni funcionales en el riñón. Sin 
embargo, aunque a nivel renal apreciamos una activación transitoria de genes profibróticos y de 
marcadores mesenquimales, hemos observado que CTGF no aumenta la síntesis de TGF-β1 ni la 
acumulación de colágeno en riñón y en aorta; mostrando resultados similares a los observados por otros 
autores en distintos tejidos. En pulmón de rata, la sobreexpresión de CTGF sólo es capaz de inducir la 
expresión génica de procolágeno y una acumulación transitoria de matriz extracelular, pero no es suficiente 
para inducir una fibrosis progresiva (Bonniaud P 2003); un efecto similar se observó en tejido sinovial de 
ratón (Blaney-Davidson EN 2006). Además, en un modelo de fibrosis en piel se observó que CTGF solo no era 
capaz de inducir fibrosis y que era necesaria la aplicación simultánea de TGF-β1 para causar una fibrosis 
persistente (Mori T 1999). En ratones transgénicos que sobreexpresan CTGF de forma selectiva en 
podocitos, no se observó ninguna anormalidad a nivel glomerular ni proteinuria, sin embargo estos ratones 
eran más susceptibles a diabetes inducida por estreptozotocina (Yokoi H 2008). Por otro lado, aunque se ha 







estudios que muestran efectos cardio-protectores de este factor (Panek AN 2009, Ahmed MS 2011). Los 
datos presentados en esta tesis muestran que, si bien CTGF in vivo no induce fibrosis en los dos órganos 
estudiados, el riñón y la aorta, si induce una clara respuesta inflamatoria sostenida en el tiempo. Estos 
resultados sugieren un cambio de concepto en el papel in vivo de CTGF además de como mediador 





Recientemente se ha descrito que la cepa de ratón utilizada en los modelos experimentales influye en 
la respuesta obtenida (Reynolds J 2011). Un estudio comparativo entre varias cepas de ratón incluidas ICR, 
C57BL/6J y C3H/HeN, mostró que la cepa IRC desarrollaba una mayor fibrosis hepática cuando era 
infectada con Schistosoma mansoni mientras que los ratones C57BL/6 eran más resistentes al desarrollo 
de la fibrosis (Cheever AW 1983). En un modelo de cicatrización de herida inducida por esponja, se observó 
que la cepa NWZ presentaba una menor inflamación, pero una fibrosis mayor y una angiogénesis más 
temprana que los ratones Balb/c (Campos PP 2008). Estudios comparativos entre varias cepas de ratón y 
rata en las que se realizaron varios modelos de glomerulonefritis experimental autoinmune mostró una 
clara diferencia en la respuesta obtenida entre las distintas cepas (tabla 8) (Reynolds J 2011) lo que indica 
que, muchos de los modelos realizados no son extrapolables a otras especies e incluso, dentro de la misma 
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 Los estudios realizados en esta tesis, al igual que los modelos de sobreexpresión de CTGF se han 
realizado en ratones de la cepa C57BL/6, por lo que la ausencia de una respuesta fibrótica podría 
deberse a la cepa empleada y sería necesarias más comprobaciones para descartar el papel de CTGF 







2. PAPEL DE LA RESPUESTA TH17 Y SU CITOQUINA EFECTORA IL-17A EN INFLAMACIÓN 
En los últimos años, estudios in vitro han sugerido que CTGF participa en la regulación de procesos 
proinflamatorios (Kular E 2011). Recientemente nuestro grupo ha demostrado que CTGF induce una 
respuesta inflamatoria aguda, a las 24 horas, dependiente de la activación de NF-κB en el riñón (Sánchez-
López E 2009a). Los resultados presentados en esta tesis amplían está visión y demuestran que CTFG es 
capaz de promover una respuesta inflamatoria sostenida en el riñón, gracias a la activación local de la 
respuesta Th17. En los estudios realizados en ratón hemos observamos que una única inyección 
intraperitoneal de CTGF provoca una respuesta inflamatoria, que se mantiene a lo largo de 15 días 
alcanzando un pico máximo a los 10 días. Está respuesta se caracteriza por un aumento de células 
infiltrantes inflamatorias, como macrófagos y linfocitos, y una inducción de la síntesis de factores 
proinflamatorios clásicos, como IL-6, MCP-1 o RANTES. La valoración de las citoquinas claves en la 
distintas respuestas Th demostró que CTGF in vivo aumenta los niveles renales de IL-17A, la citoquina 
efectora de la respuesta Th17, mientras que no afecta a los niveles de IFN-γ, IL-4 e IL-10, citoquinas clave 
de las respuestas Th1 Th2 y Treg respectivamente. Lo que sugiere que CTGF es capaz de activar la 
respuesta Th17, sin modular ninguna de las otras respuestas, al menos a nivel renal, en ratones. Por el 
contrario, la administración de CTGF no aumentó los niveles de IL-17A en suero, lo que sugiere que CTGF 
induce la activación de IL-17A a nivel local.  
TABLA 8. Resultados comparativos del efecto de un modelo de glomerulonefritis sobre distintas cepas de rata 







Como se ha comentado anteriormente, la diferenciación de las células CD4+ en sus distintos 
subtipos es un proceso altamente regulado que implica la activación de factores de transcripción 
específicos para cada respuesta. La diferenciación de las células Th17 depende de la activación de RORγt 
y STAT-3 que está mediada por IL-6 (Ivanov II 2006, Chaudhry A 2009, Egwuagu CE 2009, Mathur AN 2007). 
Nuestros resultados muestran que la administración sistémica de CTGF aumenta los niveles renales de IL-
6 y RORγt y activa STAT-3, demostrando que este mecanismo molecular está activado localmente 
durante el daño renal mediado por CTGF y contribuye a la inducción de la respuesta Th17.  
La inyección de células Th17 en ratones sanos provocó albuminuria a los 3 días, infiltración 
glomerular de neutrófilos y aumento de los niveles renales de CXCL1, demostrando una implicación clara 
de estas células en el daño renal (Summers SA 2009). En riñones de ratones tratados con CTGF hemos 
encontrado células infiltrantes CD4+IL-17A+, lo que muestra que las células Th17 pueden contribuir al 
daño renal inducido por CTGF. Sin embargo, además de las células Th17 existen otras células capaces de 
producir IL-17A (HamadaH 2009, Roark CL 2008, Rachitskaya AV 2008, Michel ML 2007, Li L 2010, Gaffen S 2009, 
Loverre A 2011, Miossec P 2009). En el modelo de daño renal por obstrucción unilateral del uréter, se ha 
observado que la mayor fuente de IL-17A no son las células Th17 sino los neutrófilos, que contribuyen al 
daño renal a través de la activación de linfocitos T NK y la producción de IL-12/INF-γ (Li L 2010). En 
glomérulos de pacientes con nefritis lúpica se detectaron elevados niveles de IL-17A que eran producidos 
por células CD4-CD8-CD3+ (Crispin JC 2008), y en estudios de rechazo de trasplante renal se han observado 
células túbuloepiteliales positivas para IL-17A (Loverre A 2011). Los ratones tratados con CTGF, además de 
células CD4+IL-17A+, presentaban tinción positiva para IL-17A, en células túbuloepiteliales (CD4-) lo que 
sugiere que CTGF in vivo, podría inducir la producción de IL-17A en células renales. Además, las biopsias 
de pacientes con nefropatía diabética analizadas en esta tesis mostraban diversos tipos celulares, entre 
los que se incluían células con morfología linfoide y túbuloepiteliales. Estos datos indican que en 
situaciones de daño renal las células túbuloepiteliales serían capaces de producir IL-17A contribuyendo al 
proceso inflamatorio renal.  
 Existen numerosos tipos celulares que expresan receptores para IL-17A, incluidas la mayoría de las 
células residentes del riñón (túbuloepiteliales, fibroblastos y mesangiales), células endoteliales, células 
de músculo liso vascular, macrófagos y células dendríticas. En presencia de IL-17A estás células se activan 
y sintetizan una batería de citoquinas y quimioquinas entre las que destacan IL-16, IL-8, MCP-1, RANTES, 
CXCL1 y IL-8, que favorecen el reclutamiento de más células inflamatorias exacerbando la respuesta 
inflamatoria (Turner JE 2010). Además, IL-17A también puede promover la quimiotaxis de monocitos in 
vitro e in vivo (Sergejeva S 2005, Shahrara S 2009). En esta tesis, hemos confirmado que la estimulación con 
IL-17A recombinante induce la expresión génica de citoquinas proinflamatorias y moléculas de adhesión 
como ICAM-1, en células renales en cultivo, tanto túbuloepiteliales murinas y humanas, como en 






Diversos estudios han demostrado que IL-17A está aumentada en glomerulonefritis inmunes, 
incluidas glomerulonefritis antimieloperoxidasa, glomerulonefritis crescente y nefritis lúpica, así como en 
daños renales no asociados a procesos inmunes, como los modelos experimentales de isquemia 
reperfusión o de obstrucción unilateral del uréter (Kitching AR 2011, Turner JE 2010). En esta tesis hemos 
ampliado el espectro de enfermedades renales que presentan aumento renal de IL-17A describiendo la 
presencia de esta citoquina en biopsias renales de pacientes con nefropatía diabética, una de las 
principales causas de ERC (Mezzano SA 2005, Egido J 2011). En un estudio reciente se han observado que 
los niveles de IL-17A en sangre de pacientes con diabetes estaban elevados en comparación con 
controles sanos, sin embargo en pacientes con nefropatía diabética estos niveles estaban disminuidos 
incluso en comparación con controles sanos (Arababadi MK 2010). Una posible explicación podría ser 
atribuida a la pérdida de IL-17A en la orina debido al tamaño de la molécula (35kDa) y al aumento de la 
proteinuria en estos pacientes. En cambio, en un estudio donde se determinaron los niveles de IL-17A en 
orina de pacientes con diversas nefropatías se observó un aumento de IL-17A en pacientes con 
nefropatía diabética (Matsumoto K 2002). Todos estos datos, unidos a la importancia de la nefropatía 
diabética como principal causa de ERC hacen necesario un estudio más exhaustivo del papel de IL-17A en 
esta enfermedad. En el modelo experimental de diabetes inducido por estreptozotocina en ratas, hemos 
observado un aumento en los niveles renales de IL-17A. Sin embargo, una limitación de nuestro estudio 
es que no se ha podido realizar el estudio del tratamiento con anticuerpo neutralizante por su elevado 
coste económico, por lo que serán necesarios estudios futuros en modelos murinos en ratones 
deficientes en IL-17A o su receptor para determinar la contribución de la respuesta Th17 a la nefropatía 
diabética.  
Junto con la diabetes, la hipertensión arterial es una de las principales causas de ERC (Mezzano SA 
2005, Egido J 2011). Uno de los principales factores implicados en el daño renal es la activación del SRA, 
tanto por su efecto sobre la hipertensión arterial, como por el papel de Ang II como citoquina 
proinflamatoria y profibrótica. En el modelo de ratas espontáneamente hipertensas y en el de infusión 
de Ang II hemos descrito un aumento en los niveles renales de IL-17A, asociado a la presencia de células 
inflamatorias. La relacción entre Ang II y la respuesta Th17 ha sido demostrada en varios modelos 
experimentales.  En el modelo de hipertensión mediada por Ang II se han observado  niveles elevados de 
IL-17A en suero de (Madhur MS 2010). Además, en un modelo experimental de encefalitis autoinmune el 
tratamiento con iECAS o con antagonistas del receptor AT1 modularon la respuesta Th17 (Platten M 
2009). En ratones diabéticos (KK-Ay) se han observado niveles elevados de IL-17A asociados a resistencia 
a insulina mediada por Ang II que disminuyeron tras el tratamiento con antagonistas AT1 (Telmisartan y 
Losartan) (Ohshima K 2010). Los datos presentados en esta tesis sugieren un papel importante de la 
respuesta Th17 en la patología renal, independientemente de la etiología y sitúan a IL-17A, la citoquina 








En varios modelos de glomerulonefritis experimental autoinmune se ha observado que los ratones 
deficientes en IL-17A presentan una disminución en el grado de lesión glomerular y una mejora de la 
función renal (Ooi JD 2009, Paust HJ 2009, Zhang Z 2009, Gan PY 2010), sin embargo, existen pocos datos del 
efecto de la inhibición de IL-17A en otros modelos de daño renal.  
En esta tesis hemos demostrado que en dos modelos experimentales no inmunes de daño renal en 
ratón, como son el mdelo de administración de CTGF y el UUO, la inhibición de IL-17A disminuyó el 
número de células infiltrantes y la expresión renal de quimioquinas proinflamatorias en el riñón. Todos 
estos datos sugieren que el uso de terapias anti-IL-17A podría ser una buena herramienta en el 





Además de su participación en diversas nefropatías, IL-17A también aparece elevada en patologías 
cardiovasculares, destacando aterosclerosis experimental, aterosclerosis coronaria y síndrome coronario 
agudo (Barry SP 2010, Cheng X 2008, Briceño LG 2009). En pacientes con insuficiencia cardiaca se ha 
observado un aumento significativo de IL-17A respecto a sujetos sanos, además los pacientes que 
presentaban insuficiencia cardiaca de origen isquémico tenían mayores niveles plasmáticos de IL-17A 
que los no isquémicos lo que sugiere, un papel de IL-17A como potencial marcador inflamatorio en esta 
patología (Briceño LG 2009). Se ha demostrado que la IL-17A participa en la atracción y activación de 
macrófagos y en la infiltración de neutrófilos en ateroesclerosis, e induce la apoptosis de cardiomiocitos 













FIGURA 50. IL-17A potencial diana terapeútica en enfermedades renales con componente inflamatorio 
asociado a sobreexpresión de CTGF.  
ESTÍMULO  







IL-17A en aorta, principalmente localizada en células de músculo liso vascular, asociado a un aumento de 
citoquinas proinflamatorias, como IL-6, y quimioquinas, como MCP-1 y RANTES. En modelos 
experimentales de daño vascular, el bloqueo de IL-17A, bien mediante el uso de anticuerpos 
neutralizantes o de adenovirus que expresan una forma soluble del receptor IL-17RAC, mostró efectos 
beneficiosos en la reducción de la lesión aterosclerótica inducida en ratones ApoE-/-, en la disminución 
de la hipertensión y la disfunción vascular en el modelo de Ang II y mejoró de la función cardiaca en un 
modelo de daño por isquemia (Erbel C 2009, Smith E 2010, Madhur MS 2010, Liao YH 2012). En ratas SHR la 
inhibición de IL-17R con un vector lentiviral mejoró la función sistólica y diastólica y la fibrosis miocárdica 
(Liu W 2011). En esta tesis hemos observado resultados similares en aorta, donde la neutralización de IL-
17A disminuyó los niveles de citoquinas proinflamatorias inducidos por CTGF. 
 La principal causa de muerte de los enfermos crónicos renales, incluidos los que se encuentran en 
tratamiento en diálisis peritoneal, son los eventos cardiovasculares. Esta mayor incidencia no se atribuye 
a los factores de riesgo clásicos y está bien establecido que el daño renal influye en la predisposición al 
daño cardiovascular, lo que se ha denominado la conexión cardio-renal (Zoccali C 2011). Esta conexión 
sugiere la existencia de mecanismos y mediadores comunes implicados en la progresión de la 
enfermedad renal. Nuestros datos muestran que el CTGF in vivo induce una respuesta inflamatoria, 
mediada por el aumento de la síntesis de IL-17A en riñón y aorta, mostrando un mediador común que en 
el daño en ambos tejidos, renal y cardiovascular. La sobreexpresión de CTGF se ha descrito en ERC (Ito Y 
1998, Gupta S 2000, Yokoi H 2002, Phanish MK 2010), en aterosclerosis (Cicha I 2005) y en el remodelado 
vascular (Kundi R 2009). Varios estudios independientes han propuesto que los niveles de CTGF (en plasma 
o en orina) podrían ser un buen biomarcador de riesgo cardiovascular en pacientes con nefropatía 
diabética y en otras ERC (Tam FW 2009, Nguyen TQ 2008, Gilbert RE 2003, Riser BL 2003) y para disfunción 
cardiaca en pacientes que muestran fibrosis miocárdica y fallo renal crónico (Koitabashi N 2008). Sin 
embargo, el empleo de CTGF como diana terapéutica podría tener efectos negativos ya que se ha 
observado su efecto protector a nivel cardiaco (Panek AN 2009, Ahmed MS 2011) y en algunos tipos de 
cáncer (Yang MH 2009). Todo esto indica que son necesarias otras opciones terapéuticas para bloquear las 
acciones de CTGF. Los datos presentados en esta tesis demuestran que el bloqueo de la IL-17A inhibe la 
inflamación renal y vascular causada por CTGF, sugiriendo que la IL-17A es una buena opción 
terapéutica. Además, hemos observado que otros factores implicados en la patología vascular y ERC, 
como son activación del SRA, aumento de AngII, hipertensión y diabetes, se asocian a aumento de los 
niveles renales de IL-17A. Estos datos apoyan la idea de que la activación de la respuesta Th17 local 
podría ser un mecanismo común en las patologías renales y cardiovasculares, y que el bloqueo de su 
citoquina efectora podría ser un buen abordaje terapéutico en estas patologías. Ensayos clínicos 
preliminares empleando un anticuerpo anti-IL-17A en pacientes con artritis reumatoide, psoriasis y 







Genovese MC 2010, Leonardi C 2012, Papp KA 2012). Por todo esto, nuestros resultados apoyan el uso de 
bloqueantes de IL-17A en el tratamiento de enfermedades inflamatorias renales y cardiovasculares. 
 
3. EFECTO DEL BLOQUEO DE TGF-β EN LAS ACCIONES DE CTGF. 
Muchos autores han hipotetizado que CTGF podría ser un mediador de las acciones profibróticas de 
TGF-β1 (Grotendorst, 1997, Mori T 1999, Ruiz-Ortega M 2002 y 2007, Rodriguez-Vita J 2008). Sin embargo, no 
está demostrado si fisiológicamente CTGF es un mediador, un co-activador o incluso un represor de TGF-
β1. En células de Xenopus CTGF es capaz de unirse directamente a TGF-β, a través del dominio rico en 
cisteína, actuando como un cofactor que potencia la unión de TGF-β a sus receptors y la señalización a 
través de la vía Smad (Abreu JG 2002). Por el contrario, un estudio reciente ha demostrado que en células 
mesangiales el fragmento N-terminal de CTGF compite de forma directa con TGF-β1 por el sitio de unión 
a su receptor tipo III (endoglina) provocando la inhibición de la ruta Smad (O'Donovan HC 2012). Aunque 
está ampliamente demostrado que TGF-β1 induce la síntesis de CTGF (Grotendorst GR 1997, Mori T 1999, 
Ruiz-Ortega M 2002 y 2007, Rodriguez-Vita J 2008), se desconoce el efecto de CTGF sobre la síntesis de TGF-
β1. Nuestros resultados muestran que CTGF induce un aumento transitorio del ARNm de TGF-β, pero es 
incapaz de inducir la síntesis de TGF-β1 activo, tanto a nivel renal como vascular y, sin embargo, si 
produce una respuesta inflamatoria. En el modelo de infusión de Ang II nuestro grupo ha demostrado 
una inducción renal y vascular de CTGF a los 3 días, previa al aumento de la síntesis de TGF-β1 activo, 
que se observó a los 7 días (Carvajal G 2008, Rupérez M 2003, Rodrigues Díez R 2010, Sánchez-López E 2009b). 
Además la inducción de CTGF coincidía en el tiempo con una respuesta inflamatoria, mientras que el 
aumento de TGF-β1 se asoció a la aparición de fibrosis determinado por aumento en el depósito de 
colágenos. Estos resultados sugieren que CTGF in vivo podría participaría en la inducción de una 
respuesta pro-inflamatoria o profibrótica dependiendo de la ausencia/presencia de TGF-β1. 
Múltiples estudios han demostrado que TGF-β1 es un factor clave en la fibrosis renal (Bottinger EP 
2007, Wang W 2005b, Eddy AA 2006). En pacientes con enfermedad renal y en diversos modelos de fibrosis 
experimental en riñón, se ha demostrado una asociación entre la elevada expresión renal de TGF-β1 y un 
aumento de la fibrosis, caracterizada por una acumulación excesiva de matriz extracelular, tanto en el 
glomérulo como en el intersticio (Yamamoto T 1996, Coimbra TM 1996, Gilbert RE, 1998, Hill C 2000, Shankland 
SJ 1996,Park IS 1997, Border WA 1997, Bottinger EP 2007). In vitro, TGF-β1 estimula la producción de 
proteínas de matriz extracelular e inhibe su degradación y es el factor más importante en la inducción de 
transición epitelio mesenquima de células túbuloepiteliales (Wang W 2005b, Eddy AA 2006). En ratones, la 
sobreexpresión de la forma activa de TGF-β1 en hígado causa fibrosis renal (Kopp JB 1996), sin embargo, 
la sobreexpresión sistémica de TGF-β activo disminuye la inflamación renal en ratones con lupus 
eritematoso sistémico (Raz E 1995) y la sobreexpresión de la forma latente mejora tanto la inflamación 
como la fibrosis causada por obstrucción del uréter, y protege frente a la formación de semilunas en el 






(Wang W 2005a, Huang XR 2008a y 2008b). Por otro lado, aunque el bloqueo de TGF-β1, empleando 
anticuerpos neutralizantes, ARNs antisentido o un secuestrador de la forma activa (decorina), bloquea la 
fibrosis in vitro y mejora la fibrosis renal en ratones con nefropatía diabética y en ratas con nefropatía 
experimental causada por puromicina; empeora la albuminuria y la proteinuria en estos modelos (Border 
WA 1997, Sharma K 1996, Ziyadeh FN 2000, Bottinger EP 2007, Ma LJ 2004). En el modelo del UUO, la delección 
condicional del receptor de TGF-β1 mejora la fibrosis túbulo-intersticial pero aumenta la inflamación 
renal (Meng XM 2011). En esta tesis hemos observado que la inhibición de TGF-β1, utilizando un 
anticuerpo neutralizante, incrementó la respuesta inflamatoria renal inducida por CTGF caracterizada 
por aumento significativo en los niveles de citoquinas proinflamatorias y de la presencia de macrófagos. 
A nivel vascular TGF-β participa en la patogénesis de muchas enfermedades cardiovasculares, como 
hipertensión, reestenosis, aterosclerosis hipertrofia e insuficiencia cardíaca o formación de neointima 
(Ryan ST 2003, Ruiz Ortega M 2007). TGF-β participa en la fibrosis vascular de forma directa induciendo la 
síntesis de matriz en células de músculo liso vascular bien de forma directa, o actuando como 
mediador de muchos agentes que participan en el daño cardiovascular, incluyendo el estrés mecánico, 
Ang II y altas concentraciones de glucosa (Ruiz Ortega M 2007). Sin embargo, en aterosclerosis la presencia 
de TGF-β1 tiene un efecto protector, ya que contribuye al mantenimiento de la estructura normal de 
vaso y controla el balance entre inflamación y acumulación de matriz extracelular. Aunque el bloqueo 
TGF-β disminuye la fibrosis vascular en modelos experimentales de reestenosis y en ratas 
espontáneamente hipertensas (Ruiz Ortega M 2007), en modelos murinos de aterosclerosis, el bloqueo de 
TGF-β1 aceleró la formación de placa y su progresión hacia un fenotipo inestable (Mallat Z 2001, Lutgens E 
2002, Robertson AK 2003, Grainger DJ 2004). En esta tesis, hemos observado que en aorta de ratones 
tratados con CTGF el bloqueo de TGF-β1 aumenta de forma significativa la expresión de citoquinas 
proinflamatorias. Nuestros resultados confirman los efectos prejudiciales de la inhibición de TGF-β1 en 
modelos de daño vascular asociados a inflamación. 
 Mientras que el papel fundamental de TGF-β1 en la fibrosis ha sido ampliamente reconocido, se ha 
prestado poca atención a la función del TGF-β1 como citoquina antiinflamatoria. Los ratones deficientes 
en el gen de TGF-β1 desarrollan una hiperinflamación generalizada que resulta letal y mueren antes de 
las 3-4 semanas de edad (Kulkarni AB 1993). La delección condicional en células T del gen de TGF-β1 o de 
su receptor TRII causa enfermedades autoinmunes (Qian X 2012). El aumento a nivel plasmático de TGF-
β1, por administración o sobreexpresión, produce un efecto beneficioso en enfermedades de tipo 
inflamatorio, por ejemplo; inhibe la artritis erosiva (Chen W 1998), la encefalomielitis autoinmune (Jin YX 
2000) y reduce la insulitis en ratones diabéticos no obesos (Piccirillo CA 1998). Parte de las acciones 
antiinflamatorias de TGF-β1 se atribuyen a su papel en la activación de la respuesta Treg (Zheng SG 2002). 
En pacientes con nefritis lúpica, se han observado bajos niveles de TGF-β1 y células Treg en sangre, 
comparados con los sujetos sanos (Xing Q 2012). En el modelo de infusión de Ang II la administración 







proinflamatorios en tejido renal y vascular (Barhoumi T 2011). La inyección de células Treg inhibe el daño 
renal en glomerulonefritis experimental por anticuerpo anti-membrana basal (Wolf D 2005) y nefropatía 
inducida por adriamicina (Mahajan D 2006).  
Varios estudios han asociado un desequilibrio Th17/Treg con diversas patologías, incluidos diversos 
tipos de cáncer (Zou W 2006). En pacientes urémicos que presentan eventos cardiovasculares adversos y 
en pacientes con síndrome coronario agudo se ha observado un aumento de células Th17 y de sus 
factores (IL-17, IL-6, IL-23 y RORγt) y una disminución de células Treg y de los niveles de TGF-β, IL-10 y 
Foxp3 (Zhang J 2010, Cheng X 2008). Efectos similares se han observado en modelos experimentales de 
ateroesclerosis (Xie JJ 2010) y de trasplante renal asociado a mayor rechazo del injerto (Wang S 2008). En 
el modelo de administración de CTGF hemos observado que no se modifican los niveles renales de 
Foxp3, ni los niveles circulantes de células Treg, lo que sugiere que CTGF a diferencia de TGF-β no regula 
la respuesta Treg. Sin embargo, el bloqueo de TGF-β1 en este modelo, disminuyó significativamente los 
niveles circulantes de células Treg CD4+Foxp3+ y aumentó el número de linfocitos T citotóxicos. Estos 
resultados muestran el mecanismo responsable del aumento de la inflamación, y demuestran un efecto 








4. PAPEL DE LA RESPUESTA TH17 EN EL DAÑO PERITONEAL. 
En general, después del inicio del tratamiento de cualquier tipo de diálisis, hemodiálisis (HD) o DP, 


















FIGURA 51. El bloqueo de TGF-β inhibe su efecto antiinflamatorio favoreciendo la respuesta inflamatoria 






Libetta C 1996). Los pacientes en DP presentan una respuesta inflamatoria crónica y una función inmune 
alterada que se caracteriza por un aumento de los niveles circulantes de citoquinas pro-inflamatorias, 
como IL-1β, IL-6, TNF-α, la proteína C reactiva o CXCL18, y del número de granulocitos y macrófagos, 
disminución de citoquinas antiinflamatorias como IL-10 y activación de las células T (Stenvinkel P 2006, 
Bellón T 2011), presentando, además, un marcado desequilibro entre la respuesta Th1/Th2 (Zamauskaite A 
1999, Libetta C 2011, Roberts GW 2009). Algunos estudios sugieren que los elevados niveles séricos de 
citoquinas pro-inflamatorias detectados en pacientes en diálisis se deben a la enfermedad renal crónica 
per se ya que no algunos pacientes no se observan diferencias entre los niveles séricos observados al 
inicio y los obtenidos tras años de tratamiento (Pereira BJ 1994). Sin embargo, existen estudios que 
difieren en este aspecto y sugieren que la reiteración eb el tratamiento provoca un importante impacto 
en el estado inflamatorio crónico del paciente (Heberlin A 1991, Zemel D 1996). En pacientes urémicos en 
hemodiálisis se ha encontrado un desequilibrio entre la respuesta Treg/Th17 con un aumento de los 
niveles circulantes de IL-17A, especialmente en los pacientes con eventos cardiovasculares (Zhang J 2010). 
Los resultados obtenidos en esta tesis demuestran, por primera vez, una activación de la respuesta Th17 
en el peritoneo dañado de pacientes en DP. En el efluente de algunos de estos pacientes pacientes 
hemos detectado presencia de de IL-17A. Cabe destacar que los niveles de IL-17A aumentaban de forma 
significativa en los pacientes que llevaban más de 3 años en tratamiento de DP. Además, el análisis de 
dos biopsias del mismo paciente, una obtenida en la etapa prediálisis, con una estructura de la 
membrana intacta, y otra obtenida tras 3 años de DP, con una marcada desestucturación de la 
membrana, mostró presencia de células IL-17A+ solamente en la muestra tomada a los 3 años. En 
biopsias peritoneales de pacientes en DP hemos observado la presencia de células que expresan IL-17A, 
sobre todo en aquellos pacientes que presentaban un mayor infiltrado inflamatorio en la zona 
submesotelial. Entre las células IL-17A+, además de células con morfología linfocitaria (Th17), también 
hemos observado células de tipo mastocito y granulocitos, lo que indica que existen varios tipos 
celulares capaces de secretar IL-17A en el peritoneo. Estos resultados sugieren que la respuesta Th17, y 
su citoquina efectora IL-17A podría jugar un papel importante en la respuesta inflamatoria crónica en el 
peritoneo de pacientes en DP.  
La existencia de un modelo animal bien caracterizado, que permite emular el daño peritoneal 
causado exclusivamente por exposición a líquido de diálisis, sin tener en cuenta los efectos causados por 
la uremia, resulta de gran utilidad para la profundización en el estudio de las distintas respuestas 
implicadas en este proceso (González-Mateo GT 2008). Los experimentos realizados en el modelo 
experimental en ratón nos permitieron demostrar que la exposición continua de la membrana peritoneal 
a líquido de diálisis daba lugar a una respuesta Th17 local. Cabe destacar que la exposición diaria del 
peritoneo a líquido de diálisis indujo la presencia de células infiltrantes en la zona submesotelial al cabo 
de tan solo 7 días. A este tiempo, se observaron células CD4+, que expresaban IL-17A (Th17) junto con un 







relacionados con la activación de esta respuesta, RORγt y STAT-3 (Ivanov II 2006, Mathur AN 2007, Das J 
2009). La sobreexpresión peritoneal de IL-17A se mantuvo hasta los 30 días de instilación, lo que indica 
una activación sostenida de la respuesta Th17.  
Aunque en pacientes en DP se ha observado una desregulación de las respuesta Th1/Th2 
(Zamauskaite A 1999, Roberts GW 2009, Libetta C 2011) en el modelo experimental, la instilación con líquido 
de diálisis no modificó los niveles peritoneales de las citoquinas clave de las respuestas inflamatorias 
Th1/Th2 (INF-γ e IL-4, respectivamente). Estos resultados sugieren que la respuesta Th17 estaría causada 
directamente por la exposición al líquido, mientras que las otras respuestas podrían deberse al estado 
urémico de los pacientes. No obstante, sería necesario realizar más experimentos que nos permitieran 
confirmar esta hipótesis.  
En el modelo experimental hemos observado un aumento local de quimioquinas asociado a la 
activación respuesta Th17, y un engrosamiento de la membrana que se correlacionaba con el aumento 
en la cavidad peritoneal de los niveles de IL-17A. Además, hemos demostrado que la administración 
intraperitoneal de IL-17A en ratones sanos causó la aparición de infiltrado inflamatorio y aumento la 
expresión de citoquinas proinflamatorias, profibróticas y proangiogénicas. El proceso reiteado de diálisis 
da lugar a un deterioro de la función peritoneal, por activación de las células de la membrana peritoneal 
que inducen la liberación de citoquinas y factores de crecimiento. En los estudios in vitro, realizados en 
células mesoteliales humanas en cultivo, la estimulación con IL-17A recombinante indujo la expresión 
génica de mediadores pro-inflamatorios y pro-fibróticos. Estos resultados demuestran que IL-17A 
contribuye al proceso de daño peritoneal al activar a las células mesoteliales, actuando como un 
mediador de la respuesta inflamatoria y como posible inductor de fibrosis y angiogénesis (figura 52). 
Existen pocos datos sobre los efectos de la inhibición de la respuesta Th17 en el daño peritoneal. En 
un modelo de peritonitis inducida por zimosan en ratones obesos (ob/ob) se observó que la inhibición de 
IL-17A, utilizando un anticuerpo neutralizante, inhibe la infiltración de neutrófilos y la sobreexpresión de 
las quimioquinas CXCL1 y CXCL2 (Pini M 2010). En nuestro modelo, el bloqueo de IL-17A inhibió la 
respuesta inflamatoria peritoneal inducida por instilación con líquido de diálisis, disminuyendo el 
componente celular inflamatorio. Estos resultados sugieren que bloqueo de IL-17A podría ser una 
alternativa terapéutica para la prevención del daño peritoneal causado por la exposición reiterada al 





















































































1. En diversos modelos de daño renal no inmune, incluidos administración sistémica de CTGF,  
infusión de Ang II, hipertensión y nefropatía diabética hemos observado un aumento de la producción 
renal de IL-17A asociado la presencia de infiltrado inflamatorio. El modelo experimental de daño CTGF, 
que  presenta una respuesta inflamatoria sostenida en el riñón, hemos demostrado activación local de 
los factores que regulan la respuesta Th17 (IL-6, RORγt y STAT-3, y un aumento en la producción renal de 
IL-17A tanto por linfocitos Th17 infiltrantes como por células residentes renales, principalemente 
túbuloepiteliales.  
2.  En biopsias renales de pacientes con nefropatía diabética se observó tinción positiva de IL-17A 
en zonas con alto componente inflamatorio. 
3. El bloqueo de la respuesta Th17, mediante un anticuerpo neutralizante de su citoquina 
efectora, IL-17A, disminuyó la respuesta inflamatoria observada en dos modelos experimentales de daño 
renal no inmune,  daño mediado por CTGF y obstrucción unilateral del uréter.  
4. El conjunto de estos datos demuestran un aumento de la producción local de IL-17A en diversas 
patologías renales experimentales y humanas, no inmunes, todas ellas caracterizadas por un elevado 
componente inflamatorio.  
5. El modelo de administración sistémica de CTGF genera una respuesta inflamatoria renal y 
vascular que se inhibe al bloquear IL-17A, sugiriendo un mecanismo común que podría ayudar a 
comprender la conexión cardio-renal.  
6. En biopsias peritoneales, de pacientes con enfermedad renal sometidos a diálisis peritoneal, se 
observó tinción positiva de IL-17A asociada a la presencia de componente inflamatorio.  
7. El modelo experimental de daño peritoneal causado por la exposición reiterada a líquidos de 
diálisis presentó activación de la respuesta Th17 en el peritoneo. El bloqueo de IL-17A disminuyó el 
infiltrado inflamatorio peritoneal. La IL-17A in vivo e in vitro reguló la expresión de genes 
proinflamatorios, profibróticos y proangiogénicos en el peritoneo. Todo esto demuestra la contribución 
de IL-17A al daño peritoneal. 
 
Los resultados de esta tesis demuestran que el bloqueo de la IL-17A podría ser una nueva terapia 
para el tratamiento de los enfermos con patologías renales crónicas, incluidas las complicaciones 
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